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a c t i n g b a c t e r i a l m u t a g e n s t h a t d e p e n d u p o n r e d u c t i o n o f t h e
n i t r o f u n c t i o n b y b a c t e r i a l n i t r o r e d u c t a s e s . O t h e r s e x h i b i t
o n l y l o w l e v e l s o f p o t e n c y , o r r e q u i r e m e t a b o l i c a c t i v a t i o n
( R o s e n k r a n z a n d M e r m e l s t e i n , 1 9 8 3 ) .
O f t h i s c l a s s o f c o m p o u n d s , n i t r o p y r e n e s a n d n i t r o
-
f l u o r a n t h e n e s b e i n g u b i q u i t o u s e n v i r o n m e n t a l c o n t a m i n a n t s a r e
o f p a r t i c u l a r c o n c e r n b e c a u s e t h e y d i s p l a y m u t a g e n i c a n d
c a r c i n o g e n i c p r o p e r t i e s . 1 - N i t r o p y r e n e ( 1 - N P ) w a s s h o w n t o
a c c o u n t f o r a s m u c h a s 3 0 % o f t h e d i r e c t a c t i n g m u t a g e n i c i t y
o f d i e s e l p a r t i c u l a t e i n S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m s t r a i n T A 9 8
( P e d e r s o n a n d S i a k , 1 9 8 1 ) a n d t o i n d u c e m a m m a r y t u m o r s i n
f e m a l e S p r a g u e
- D a w l e y r a t s ( E l - B a y o u ra y e t a l . , 1 9 8 8 ;
H i r o s e e t a l . , 1 9 8 4 ) . 3 - N i t r o f l u o r a n t h e n e ( 3 - N F A ) a n d
2 - n i t r o f l u o r a n t h e n e { 2 - N F A ) a r e d i r e c t a c t i n g m u t a g e n s i n
2S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m s t r a i n T A 9 8 ( Z i e l i n s k a e t a l . , 1 9 8 8 ) .
3 - N i t r o f l u o r a n t h e n e p r o d u c e d m a l i g n a n t f i b r o u s h i s t i o c y t o m a s
i n F 3 4 4 r a t s ( S u g i m u r a a n d T a k a y a m a , 1 9 8 3 ) . T h e p r e s e n c e o f
t h e s e t o x i c s p e c i e s i n p h o t o c o p i e r t o n e r f i r s t a l e r t e d t h e
p u b l i c t o t h e p o s s i b l e d a n g e r s a s s o c i a t e d w i t h t h e s e c o m p o u n d s
( R o s e n k r a n z e t a l . , 1 9 8 0 ) . T h e c h a l l e n g e i s t o r e l a t e c u r r e n t
s c i e n t i f i c d a t a t o h u m a n r i s k a n d t o b e t t e r c h a r a c t e r i z e t h e
p o t e n t i a l m e c h a n i s m s o f a c t i o n a s s o c i a t e d w i t h t h e s e n i t r o
-
P A H s . T h i s s t u d y p r o v i d e s a n i n v e s t i g a t i o n i n t o t h e i n v i t r o
m u t a g e n i c i t y o f 1
- n i t r o p y r e n e , 3
- n i t r o f l u o r a n t h e n e
,
2 - n i t r o f l u o r a n t h e n e a n d t h e i r r e l a t e d m e t a b o l i t e s i n t h e
A m e s S a l m o n e l l a m u t a g e n i c i t y a s s a y .
T h e A m e s S a l m o n e l l a t y p h i m u r i i i m r e v e r s e m u t a t i o n a s s a y
r e p r e s e n t s a s i m p l e w a y t o b i o a s s a y n i t r a t e d p o l y c y c l i c
a r o m a t i c h y d r o c a r b o n s ( n i t r o - P A H s ) a n d t h e i r m e t a b o l i t e s f o r
m u t a g e n i c i t y w h i l e p r o v i d i n g i n f o r m a t i o n r e g a r d i n g t h e i r
p o s s i b l e m e t a b o l i c a c t i v a t i o n p a t h w a y s ( A m e s e t a l . , 1 9 7 5 ;
C l a x t o n e t a l . , 1 9 8 2 ; M a r o n a n d A m e s , 1 9 8 3 ) . I n t h i s s t u d y ,
a l l c o m p o u n d s w e r e e v a l u a t e d f o r m u t a g e n i c i t y i n t h r e e
d i s t i n c t i v e S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m t e s t e r s t r a i n s w i t h a n d
w i t h o u t m e t a b o l i c a c t i v a t i o n . T h e p r e m i s e o n w h i c h t h e s e
b a c t e r i a l s t r a i n s w e r e c h o s e n w a s t h a t b a c t e r i a l n i t r o ¬
r e d u c t a s e s p a r t i c i p a t e i n t h e r e d u c t i o n o f t h e n i t r o a r e n e
f o r m i n g a n a r y l h y d r o x y l a m i n e i n t e r m e d i a t e w h i c h c a n u n d e r g o
e s t e r i f i c a t i o n t o f o r m a h y d r o x a m i c a c i d e s t e r o n l y i n t h e
p r e s e n c e o f a n a c e t y l t r a n s f e r a s e e n z y m e . S t r a i n T A 9 8
3c o n t a i n e d a f u l l c o m p l e m e n t o f b a c t e r i a l n i t r o r e d u c t a s e s ,
p o s s e s s i n g b o t h t h e
" c l a s s i c a l " a n d " n o n - c l a s s i c a l " n i t r o ¬
r e d u c t a s e e n z y m e s ( B r y a n t e t a l . , 1 9 8 4 ; M c C o y e t a l . , 1 9 8 1 ;
R o s e n k r a n z e t a l . , 1 9 8 0 ) , a n d a n a c e t y l - C o A : N - h y d r o x y a r y l a m i n e
0 - a c e t y l t r a n s f e r a s e ( O A T ) e n z y m e ( S a i t o e t a l . , 1 9 8 5 ) . S t r a i n
T A 9 8 / 1 , S - D N P g p o s s e s s e d t h e s a m e n i t r o r e d u c t a s e e n z y m e s a s
T A 9 8 ( B r y a n t e t a l . , 1 9 8 4 ) , b u t w a s d e f i c i e n t i n t h e a c e t y l -
C o A d e p e n d e n t 0
- a c e t y l t r a n s f e r a s e e n z y m e (M c C o y e t a l . , 1 9 8 2 ;
M c C o y e t a l . , 1 9 8 3 ; O r r e t a l . , 1 9 8 5 ; S a i t o e t a l . , 1 9 8 5 ) .
A d e r i v a t i v e o f T A 9 8 , s t r a i n Y G 1 0 2 4 , p o s s e s s e d t h e s a m e
n i t r o r e d u c t a s e e n z y m e s a s T A 9 8 , b u t w a s e n h a n c e d w i t h a h i g h e r
l e v e l o f O A T e n z y m e a c t i v i t y ( W a t a n a b e e t a l . , 1 9 9 0 ; Wa t a n a b e
e t a l .
,
1 9 9 3 ) .
T h e p u r p o s e o f t h i s s t u d y w a s t o i n v e s t i g a t e t h e
i n t e r a c t i o n o f c y t o c h r o m e P
- 4 5 0 , s u p p l i e d b y t h e S 9 f r a c t i o n
f r o m A r o c l o r 1 2 5 4 t r e a t e d m a l e S p r a g u e
- D a w l e y r a t s , a n d t h e
a c e t y l t r a n s f e r a s e e n z y m e s , p r e s e n t i n t h e b a c t e r i a l s t r a i n s
T A 9 8 a n d Y G 1 0 2 4 , i n d e t e r m i n i n g t h e i r r o l e i n t h e g e n o t o x i c
a c t i v a t i o n o f 1 - n i t r o p y r e n e , 3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e , 2 - n i t r o -
f l u o r a n t h e n e a n d t h e i r m e t a b o l i t e s i n t h e A m e s S a l m o n e l l a
m u t a g e n i c i t y a s s a y . T h e c h e m i c a l s t r u c t u r e s o f t h e c o m p o u n d s
i n v e s t i g a t e d i n t h i s s t u d y a r e r e p r e s e n t e d i n F i g u r e s 1 - 4 .
F IG U R E 1 : 1- N IT R O PY R E N E A N D IT S
R E D U C T IO N P R O D U C T S
1 - N it r o p y r e n e
N O ,
1 - A m in o p y r e n e
1- A c e t a m id o py r e n e
H O
N - c - c a
F IG U R E 2 : O X ID A T IO N P R O D U C T S O F
1 - N IT R O P Y R E N E
1 - A c e t a m id o p y r e n e -




N - C — CR
3 - , 6 - a n d 8 - O H -
1 - N it r o p y r e n e
4 - H y d r o x y -
1 - N it r o p y r e n e
N O ,
F IG U R E 3 : 3 - N IT R O F L U O R A N T H E N E A N D
IT S M E T A B O L IT E S
3 - N it r o f lu o r a n t h e n e
N O ,
3 - A m i n o f l u o r a n t h e n e
3 - A c e t a m i d o f l u o r a n t h e n e
C - C H
9 - H y d r o x y -
3 - N it r o f lu o r a n t h e n e
N O
H O
F IG U R E 4 : 2 - N IT R O F L U O R A N T H E N E
A N D IT S M E T A B O L IT E S
2 - N it r o f l u o r a n t h e n e
2 - A m i n o f lu o r a n t h e n e
2 - A c e t a m id o f l u o r a n t h e n e
O
C - C H
3 - H y d r o x y -
2 - N it r o f i u o r a n t h e n e
O H
I I . L I T E R A T U R E R E V I E W
I I . A . E n v i r o n m e n t a l S o u r c e s o f N i t r o - P A H s
T h e p r e s e n c e o f n i t r o
- P A H s i n a i r b o r n e p a r t i c u l a t e m a t t e r
h a s b e e n w e l l e s t a b l i s h e d ( N i e l s e n e t a l . , 1 9 8 4 ; P i t t s
e t a l . , 1 9 8 2 ; T a l c o t t a n d H a r g e r , 1 9 8 1 ) . N i t r o - P A H s a r e
w i d e s p r e a d e n v i r o n m e n t a l c o n t a m i n a n t s a n d h a v e b e e n d e t e c t e d
i n a n u m b e r o f e n v i r o n m e n t a l s o u r c e s i n c l u d i n g d i e s e l a n d
g a s o l i n e e n g i n e e m i s s i o n s , a i r p l a n e e n g i n e e m i s s i o n s ,
c i g a r e t t e s m o k e c o n d e n s a t e s , f l y a s h p a r t i c l e s , u s e d m o t o r
o i l , s e r v i c e s t a t i o n e f f l u e n t , r i v e r s e d i m e n t , c a r b o n b l a c k s ,
f o o d , a n d e m i s s i o n s o r i g i n a t i n g f r o m i n c i n e r a t o r s , r e s i d e n t i a l
h o m e h e a t e r s
,
k e r o s e n e h e a t e r s a n d w o o d - b u r n i n g s t o v e s
(R o s e n k r a n z a n d M e r m e l s t e i n , ( 1 9 8 5 ) a n d r e f e r e n c e s t h e r e i n ) .
1 - N i t r o p y r e n e h a s b e e n d e t e c t e d i n a i r b o r n e p a r t i c u l a t e
o r g a n i c m a t t e r ( A r e y e t a l . , 1 9 8 8 ; P i t t s e t a l . , 1 9 7 8 ) ,
d i e s e l e x h a u s t p a r t i c u l a t e m a t t e r ( S a l m e e n e t a l . , 1 9 8 2 ;
S c h u e t z l e
,
1 9 8 3 ) , c o a l f l y a s h ( M u m f o r d a n d L e w t a s , 1 9 8 2 ) ,
w o o d s t o v e e m i s s i o n s ( G i b s o n , 1 9 8 2 ) , e m i s s i o n s f r o m
r e s i d e n t i a l h o m e h e a t e r s a n d k e r o s e n e h e a t e r s ( T o k i w a e t a l . ,
1 9 8 5 ) , u s e d d i e s e l e n g i n e o i l ( J e n s e n e t a l . , 1 9 8 6 ) , s e r v i c e
s t a t i o n e f f l u e n t (M a n a b e e t a l . , 1 9 8 4 ) , p h o t o c o p i e r t o n e r s
( R o s e n k r a n z e t a l . , 1 9 8 0 ) , r i v e r s e d i m e n t ( S a t o e t a l . , 1 9 8 5 ) ,
a n d i n J a p a n e s e g r i l l e d c h i c k e n ( K i n o u c h i e t a l . , 1 9 8 6 ) .
93 - N i t r o f l u o r a n t h e n e h a s b e e n d e t e c t e d i n a m b i e n t a i r
p a r t i c u l a t e m a t t e r ( A r e y e t a l . , 1 9 8 8 ; T o k i w a e t a l . , 1 9 9 0 ) ,
d i e s e l e m i s s i o n p a r t i c u l a t e m a t t e r ( P a p u t a
- P e c k e t a l .
,
1 9 8 3 ;
S a l m e e n e t a l . , 1 9 8 4 ; S c h u e t z l e , 1 9 8 3 ) , a n d e m i s s i o n s f r o m
k e r o s e n e h e a t e r s ( T o k i w a e t a l . , 1 9 8 6 ) .
2 - N i t r o f l u o r a n t h e n e h a s n o t b e e n f o u n d i n t h e d i r e c t
e m i s s i o n s f r o m c o m b u s t i o n p r o c e s s e s , b u t w a s d e t e c t e d i n
a m b i e n t a i r p a r t i c u l a t e o r g a n i c m a t t e r f r o m u r b a n a n d r u r a l
a r e a s (A r e y e t a l . , 1 9 8 8 ; N i e l s e n e t a l . , 1 9 8 4 ; P i t t s
e t a l . , 1 9 8 5 ; T o k i w a e t a l . , 1 9 9 0 ) .
I I . B . F o r m a t i o n o f N i t r o - P A H s
N i t r o - P A H s o b s e r v e d i n s a m p l e s o f a m b i e n t a i r p a r t i c u l a t e
o r g a n i c m a t t e r ( P O M ) w e r e t h o u g h t t o o r i g i n a t e b y t h r e e
p r o c e s s e s : d i r e c t e m i s s i o n f r o m c o m b u s t i o n s o u r c e s ( G i b s o n ,
1 9 8 3 ; P i t t s e t a l . , 1 9 8 2 ; S c h u e t z l e e t a l . , 1 9 8 2 ;
X u e t a l .
,
1 9 8 2 ) , p o s s i b l e a r t i f a c t u a l f o r m a t i o n d u r i n g
c o l l e c t i o n ( B r o r s t r o m e t a l . , 1 9 8 3 ; P i t t s , 1 9 7 9 ; P i t t s
e t a l . , 1 9 7 8 ) , o r f o r m a t i o n d u r i n g t r a n s p o r t t h r o u g h t h e
a t m o s p h e r e b y r e a c t i o n o f N O ^ w i t h a d s o r b e d p o l y c y c l i c
a r o m a t i c h y d r o c a r b o n s ( P A H s ) ( P i t t s e t a l . , 1 9 8 5 ) .
N i t r o - P A H s w e r e r e a d i l y f o r m e d w h e n p r o d u c t s o f
i n c o m p l e t e c o m b u s t i o n ( P A H s ) , o x i d e s o f n i t r o g e n (N O ^ o r
d i n i t r o g e n p e n t o x i d e [ N 2 O 5 ] ) , t r a c e s o f a c i d ( n i t r o u s , n i t r i c
o r s u l f u r i c ) , a n d o t h e r i m p o r t a n t s p e c i e s s u c h a s h y d r o x y l
r a d i c a l s w e r e p r e s e n t s i m u l t a n e o u s l y e i t h e r d u r i n g c o m b u s t i o n
1 0
o r w h i l e c i r c u l a t i n g i n a m b i e n t a i r ( L o f r o t h , 1 9 8 1 ; N i e l s e n
e t a l . , 1 9 8 3 ; P i t t s , 1 9 7 9 ; P i t t s , 1 9 8 3 ; P i t t s e t a l . , 1 9 7 9 ;
P i t t s e t a l .
,
1 9 8 5 ; T o k i w a e t a l . , 1 9 8 1 a ; T o k i w a e t a l . ,
1 9 8 1 b ) .
1 - N i t r o p y r e n e , a d i r e c t b y p r o d u c t o f i n c o m p l e t e
c o m b u s t i o n p r o c e s s e s , w a s i d e n t i f i e d a s t h e s i n g l e m o s t
a b u n d a n t n i t r o - P A H s i n d i e s e l e n g i n e e x h a u s t ( P a p u t a - P e c k
e t a l . , 1 9 8 3 ) . I t w a s a l s o f o r m e d s y n t h e t i c a l l y o n f i l t e r s b y
t h e r e a c t i o n o f p y r e n e w i t h g a s e o u s N j O g ( P i t t s e t a l . , 1 9 8 5 ) .
3 - N i t r o f l u o r a n t h e n e w a s a l s o i d e n t i f i e d a s a c o m b u s t i o n
b y p r o d u c t i n d i e s e l e n g i n e e x h a u s t ( S c h u e t z l e , 1 9 8 3 ) . I t w a s
r e a d i l y p r o d u c e d b y d i r e c t n i t r a t i o n o f t h e f l u o r a n t h e n e
m o l e c u l e b y N j O g o r N O ^ ( S c h u e t z l e e t a l . , 1 9 8 2 ; Z i e l i n s k a
e t a l . , 1 9 8 6 ) . S w e e t m a n e t a l . ( 1 9 8 6 ) r e p o r t e d t h a t t h e







& 8 - i s o m e r s o f n i t r o f l u o r a n t h e n e . 2 - N i t r o -
f l u o r a n t h e n e , f o u n d p r e d o m i n a n t l y i n a m b i e n t a i r , w a s f o r m e d
b y a n i n d i r e c t m e c h a n i s m i n i t i a t e d b y t h e a t t a c k o f a h y d r o x y l
r a d i c a l a t t h e C - 3 p o s i t i o n o f t h e f l u o r a n t h e n e m o l e c u l e
( Z i e l i n s k a e t a l . , 1 9 8 6 ) . A f t e r f r e e r a d i c a l f o r m a t i o n o n t h e
C - 3 p o s i t i o n , f l u o r a n t h e n e r e a c t e d w i t h N 2 O 5 t o f o r m 2
- n i t r o -
f l u o r a n t h e n e ( P i t t s e t a l . , 1 9 8 5 ; S w e e t m a n e t a l . , 1 9 8 6 ;
Z i e l i n s k a e t a l . , 1 9 8 6 ; Z i e l i n s k a e t a l . , 1 9 8 7 ) . T h e




w i t h g a s e o u s a n d p a r t i c u l a t e p h a s e P A H s h a s
b e e n r e p o r t e d t o b e o f g r e a t e s t i m p o r t a n c e a f t e r s u n s e t
b e c a u s e t h e N O
3
r a d i c a l , w h i c h r e a c t s w i t h N O j t o f o r m N 2 O 5 w a s
1 1
n o t s t a b l e i n s u n l i g h t ( F i n l a y s o n - P i t t s a n d P i t t s , 1 9 8 6 ) .
O t h e r c o n d i t i o n s s u c h a s p h o t o d e g r a d a t i o n , c o n c e n t r a t i o n o f
t h e c o n s t i t u e n t s a n d t h e i r i n d i v i d u a l d e g r a d a t i o n r a t e s ,
o r g a n i c p a r t i c l e i n t e r a c t i o n s , a n d o t h e r n a t u r a l l y o c c u r r i n g
a t m o s p h e r i c c o n d i t i o n s w e r e d e t e r m i n a n t s i n t h e r a t e s o f
n i t r o - P A H s f o r m a t i o n .
I I . C . C y t o c h r o m e P - 4 5 0 M o n o o x y q e n a s e S y s t e m
X e n o b i o t i c m e t a b o l i s m h a s b e e n s h o w n t o c o n s i s t o f t w o
p h a s e s : p h a s e I a n d p h a s e I I . P h a s e I r e a c t i o n s i n v o l v e
i n t r o d u c t i o n o f a p o l a r r e a c t i v e g r o u p i n t o t h e m o l e c u l e ,
w h i c h r e n d e r i t a s u i t a b l e s u b s t r a t e f o r p h a s e I I e n z y m e s .
P h a s e I I e n z y m e s i n i t i a t e c o n j u g a t i o n s t o v a r i o u s s u b s t r a t e s
f o r m i n g e x c e e d i n g l y w a t e r
- s o l u b l e p r o d u c t s t h a t a r e r e a d i l y
e x c r e t e d . T h i s p r o c e s s i s g e n e r a l l y a d e t o x i c a t i o n s e q u e n c e
b u t r e a c t i v e i n t e r m e d i a t e s a r e f o r m e d t h a t a r e m o r e t o x i c t h a n
t h e p a r e n t c o m p o u n d ( H o d g s o n a n d L e v i , 1 9 8 7 ; S i p e s a n d
G a n d o l f i , 1 9 8 6 ) . P h a s e I i s t h e p r e d o m i n a n t b i o t r a n s f o r m a ¬
t i o n p a t h w a y a n d e x a m p l e s o f t h i s t y p e o f r e a c t i o n i n c l u d e
m i c r o s o m a l m o n o o x y g e n a t i o n s , c y t o s o l i c a n d m i t o c h o n d r i a l
o x i d a t i o n s , c o o x i d a t i o n s i n t h e p r o s t a g l a n d i n s y n t h e t a s e
r e a c t i o n , r e d u c t i o n s , h y d r o l y s e s , a n d e p o x i d e h y d r a t i o n . T h e
m o s t i m p o r t a n t e n z y m e s y s t e m s i n v o l v e d i n p h a s e I r e a c t i o n s
a r e t h e c y t o c h r o m e P
- 4 5 0 - c o n t a i n i n g m o n o o x y g e n a s e s . T h e
c y t o c h r o m e P
- 4 5 0 m o n o o x y g e n a s e s y s t e m ( M O ) , o r m i x e d f u n c t i o n
o x y g e n a s e ( M F O ) s y s t e m w a s s h o w n t o b e a c o u p l e d e n z y m e s y s t e m
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c o m p o s e d o f t w o e n z y m e s : N A D P H
- c y t o c h r o m e P
- 4 5 0 r e d u c t a s e
,
a n d a h e m e - c o n t a i n i n g e n z y m e , c y t o c h r o m e P
- 4 5 0 ( H o d g s o n a n d
L e v i , 1 9 8 7 ; S i p e s a n d G a n d o l f i , 1 9 8 6 ) .
C y t o c h r o m e s P
- 4 5 0 , t h e c a r b o n m o n o x i d e - b i n d i n g p i g m e n t s
o f m i c r o s o m e s
,
h a v e b e e n i d e n t i f i e d a s h e m o p r o t e i n s o f t h e b
c y t o c h r o m e t y p e . T h e y a r e n a m e d f r o m t h e u n i q u e w a v e l e n g t h
e x h i b i t e d b y t h e a b s o r p t i o n m a x i m u m o f t h e r e d u c e d c a r b o n
m o n o x i d e d e r i v a t i v e , n a m e l y 4 5 0 n m ( H o d g s o n a n d L e v i , 1 9 8 7 ) .
S e p a r a t i o n a n d p u r i f i c a t i o n o f m a n y i s o z y m e s o f c y t o c h r o m e
P - 4 5 0 h a s b e e n a c c o m p l i s h e d a n d t h e a b s o r b a n c e m a x i m a s o f t h e
C O b o u n d r e d u c e d f o r m h a v e r a n g e d f r o m 4 4 7 - 4 5 2 n m . T h e s e
i s o z y m e s d i f f e r i n s t r u c t u r e a n d s h o w b o t h i n d e p e n d e n t a n d
o v e r l a p p i n g s p e c i f i c i t i e s f o r v a r i o u s s u b s t r a t e s ( D e P i e r r e a n d
E r n s t e r , 1 9 7 8 ) .
I n r e a c t i o n s c a t a l y z e d b y t h e c y t o c h r o m e P - 4 5 0
m o n o o x y g e n a s e s y s t e m , t h e s u b s t r a t e ( R H ) c o m b i n e s w i t h t h e
o x i d i z e d f o r m o f c y t o c h r o m e P - 4 5 0 ( F e
^ * ) t o f o r m a s u b s t r a t e -
c y t o c h r o m e P
- 4 5 0 c o m p l e x ( F i g u r e 5 ) . T h i s c o m p l e x t h e n
a c c e p t s a n e l e c t r o n f r o m N A D P H ( v i a N A D P H - c y t o c h r o m e P - 4 5 0
r e d u c t a s e ) w h i c h r e d u c e s t h e i r o n i n t h e c y t o c h r o m e P - 4 5 0 h e m e
m o i e t y t o t h e F e
^ *
s t a t e . T h e r e d u c e d ( F e ^
^
) s u b s t r a t e -
c y t o c h r o m e P
- 4 5 0 c o m p l e x c o m b i n e s w i t h m o l e c u l a r o x y g e n , w h i c h
t h e n a c c e p t s a n o t h e r e l e c t r o n f r o m N A D P H . B o t h e l e c t r o n s a r e
t h o u g h t t o b e t r a n s f e r r e d t o m o l e c u l a r o x y g e n r e s u l t i n g i n t h e
e x p u l s i o n o f w a t e r a n d f o r m a t i o n o f a n i r o n m o n o
- o x y g e n
c o m p l e x , o x i d i z e d b y t w o e l e c t r o n s a b o v e t h e r e s t i n g s t a t e .
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T h e r e s u l t i n g o x y g e n s p e c i e s i s h i g h l y r e a c t i v e a n d u n s t a b l e .
T h e a t o m o f r e a c t i v e o x y g e n i s i n t r o d u c e d i n t o t h e s u b s t r a t e .
T h e o x y g e n a t e d s u b s t r a t e t h e n d i s s o c i a t e s , r e g e n e r a t i n g t h e
o x i d i z e d f o r m o f c y t o c h r o m e P
- 4 5 0 ( S i p e s a n d G a n d o l f i , 1 9 8 6 ) .
A r o m a t i c h y d r o x y l a t i o n i s a c o m m o n r e a c t i o n c a t a l y z e d b y
t h e m i c r o s o m a l c y t o c h r o m e P - 4 5 0 s y s t e m . T h e h y d r o x y l i s
t h o u g h t t o b e i n c o r p o r a t e d b y o n e o f t w o m e c h a n i s m s : o n e
m e c h a n i s m i n v o l v e s d i r e c t i n s e r t i o n o f a n o x y g e n a t o m i n t o t h e
c a r b o n - h y d r o g e n b o n d . A m o r e p r e v a l e n t m e c h a n i s m i n v o l v e s
a d d i t i o n o f t h e o x y g e n t o t h e c a r b o n
- c a r b o n d o u b l e b o n d t o
p r o d u c e a n a r e n e o x i d e i n t e r m e d i a t e , w h i c h t h e n r e a r r a n g e s t o
f o r m a n a r o m a t i c h y d r o x y l c o m p o u n d . D e p e n d i n g o n t h e r i n g
s u b s t i t u e n t s
,
t h e l a t t e r r e a c t i o n l e a d s t o i n t r a m o l e c u l a r
m i g r a t i o n a n d r e t e n t i o n o f g r o u p s a t t a c h e d t o t h e t w o c a r b o n s
b e i n g h y d r o x y l a t e d ( S i p e s a n d G a n d o l f i , 1 9 8 6 ) .
E v e n t h o u g h m i c r o s o m a l c y t o c h r o m e P
- 4 5 0 i s c l a s s i f i e d a s
a n o x y g e n a s e , i t a l s o c a t a l y z e s t h e r e d u c t i v e b i o t r a n s ¬
f o r m a t i o n o f c e r t a i n x e n o b i o t i c s u n d e r c o n d i t i o n s o f l o w
o x y g e n t e n s i o n . D u e t o t h e t r a n s f e r o f r e d u c i n g e q u i v a l e n t s
i n c y t o c h r o m e P
- 4 5 0 - c a t a l y z e d r e a c t i o n s , c e r t a i n x e n o b i o t i c s
a c c e p t e i t h e r o n e o r t w o o f t h e s e e l e c t r o n s . N i t r o g r o u p s a r e
r e d u c e d e n z y m a t i c a l l y i n m u c h t h e s a m e m a n n e r a s t h e y a r e
r e d u c e d c h e m i c a l l y . B y a c c e p t i n g r e d u c i n g e q u i v a l e n t s
( h y d r i d e i o n s ) , t h e o x i d a t i o n s t a t e o f t h e n i t r o g e n i s l o w e r e d
a n d t h e n i t r o g r o u p p r o g r e s s e s i n s e q u e n t i a l s t e p s t o a f i n a l
a m i n e e n d p r o d u c t ( S i p e s a n d G a n d o l f i , 1 9 8 6 ) .
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T h e o x i d a t i v e m e t a b o l i s m o f n i t r o - P A H s h a s b e e n s t u d i e d
i n v i t r o e m p l o y i n g l i v e r m i c r o s o m e s o r h o m o g e n a t e s a s e n z y m e
s o u r c e s . I n t h e s e e n z y m a t i c s y s t e m s , o n l y p h a s e I m e t a b o l i t e s
a r e n o r m a l l y f o r m e d . T h e h e p a t i c m i c r o s o m a l f r a c t i o n c o n t a i n s
t h e o x i d i z e d f o r m o f c y t o c h r o m e P - 4 5 0 a n d N A D P H - c y t o c h r o m e
P - 4 5 0 r e d u c t a s e
,
w h i l e t h e c y t o s o l i c e n z y m e s i n c l u d e s x a n t h i n e
o x i d a s e , a l d e h y d e o x i d a s e , a n d D T
- d i a p h o r a s e ( B e l a n d e t a l . ,
1 9 8 5 ; F u e t a l . , 1 9 8 8 ; H o w a r d e t a l . , 1 9 8 3 b ; R o s e n k r a n z a n d
M e r m e l s t e i n , 1 9 8 3 ; S a i t o e t a l . , 1 9 8 4 ) .
I n v e r t e b r a t e s , t h e l i v e r i s t h e r i c h e s t s o u r c e o f
c y t o c h r o m e P
- 4 5 0 a n d i s m o s t a c t i v e i n t h e m o n o o x y g e n a t i o n o f
x e n o b i o t i c s . L o w e r c o n c e n t r a t i o n s o f c y t o c h r o m e P - 4 5 0 a r e
a l s o f o u n d i n t h e k i d n e y , b r a i n , r e p r o d u c t i v e o r g a n s , n e r v o u s
s y s t e m a n d a t p o r t a l s o f e n t r y i n c l u d i n g s k i n , n a s a l m u c o s a ,
l u n g , a n d G I t r a c t . I n h u m a n s , c y t o c h r o m e P - 4 5 0 i s f o u n d i n
f e t a l a n d a d u l t l i v e r , p l a c e n t a , k i d n e y , t e s t e s , f e t a l a n d
a d u l t a d r e n a l g l a n d , s k i n , b l o o d p l a t e l e t s , a n d l y m p h o c y t e s
( H o d g s o n a n d L e v i , 1 9 8 7 ) .
1 - N i t r o p y r e n e i s m e t a b o l i z e d e s s e n t i a l l y t h r o u g h t w o
r o u t e s : n i t r o r e d u c t i o n a n d c y t o c h r o m e P
- 4 5 0 - m e d i a t e d
C - o x i d a t i o n ( H o w a r d e t a l . , 1 9 9 0 ) . N i t r o r e d u c t i o n h a s b e e n
d e m o n s t r a t e d i n b o t h b a c t e r i a l a n d m a m m a l i a n c e l l s . I n
m a m m a l i a n c e l l s
,
n i t r o r e d u c t i o n i s c a t a l y z e d b y c y t o s o l i c
a l d e h y d e o x i d a s e ( T a t s u m i e t a l . , 1 9 8 6 ) , x a n t h i n e o x i d a s e
( H o w a r d a n d B e l a n d , 1 9 8 2 ) , D T - d i a p h o r a s e ( H o w a r d e t a l . ,
1 9 9 0 ) , o r m i c r o s o m a l N A D P H - c y t o c h r o m e P - 5 4 0 r e d u c t a s e
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( D j u r i c e t a l . , 1 9 8 6 b ) . S e v e r a l s t u d i e s h a v e e s t a b l i s h e d a
r o l e f o r t h e c y t o c h r o m e s P
- 4 5 0 i n t h e d e t o x i f i c a t i o n o f
1 - n i t r o p y r e n e ( H o w a r d e t a l . , 1 9 9 0 ) . E x p e r i m e n t s b y K h a n
e t a l . ( 1 9 8 7 ) f o u n d t h a t m i x t u r e s o f n i t r a t e d f l u o r a n t h e n e s
w e r e i n d u c e r s o f P - 4 5 0 i s o z y m e s c a n d d . 3 - N i t r o f l u o r a n t h e n e
d i d n o t i n c r e a s e t h e c y t o c h r o m e P - 4 5 0 c o n t e n t o f h e p a t i c
m i c r o s o m a l e n z y m e s i n m a l e S p r a g u e
- D a w l e y r a t s ( C h o u e t a l . ,
1 9 8 7 ) .
I I . D . M e t a b o l i s m o f 1 - N i t r o p v r e n e
T h r e e p o s s i b l e p a t h w a y s w e r e i n d i c a t e d i n t h e m e t a b o l i c
a c t i v a t i o n o f n i t r o - P A H s ( H o w a r d a n d B e l a n d , 1 9 8 2 ; H o w a r d
e t a l .
,
1 9 8 3 c ; R o s e n k r a n z a n d M e r m e l s t e i n , 1 9 8 3 ) . T h e s e
p a t h w a y s i n v o l v e d :
( 1 ) R e d u c t i o n o f t h e n i t r o f u n c t i o n t o N - h y d r o x y a r y l a m i n e s .
( 2 ) O x i d a t i o n o f t h e h y d r o c a r b o n n u c l e u s t o e p o x i d e s .
( 3 ) A c o m b i n a t i o n o f b o t h ( 1 ) a n d ( 2 ) .
U n d e r a n a e r o b i c o r h y p o x i c i n c u b a t i o n c o n d i t i o n s , b o t h
b a c t e r i a l a n d m a m m a l i a n e n z y m a t i c s y s t e m s s h o w e d t h e c a p a c i t y
t o p a r t i c i p a t e i n t h e r e d u c t i v e m e t a b o l i s m o f n i t r o
- P A H s
( B e l a n d e t a l . , 1 9 8 5 ; R o s e n k r a n z a n d M e r m e l s t e i n , 1 9 8 3 ) .
U n d e r a e r o b i c c o n d i t i o n s u s i n g m a m m a l i a n l i v e r m i c r o s o m e s o r
h o m o g e n a t e s a s e n z y m e s o u r c e s , o x i d a t i o n o f t h e a r o m a t i c r i n g
s t r u c t u r e o c c u r r e d ( B e l a n d e t a l . , 1 9 8 5 ; F u e t a l . , 1 9 8 8 ) .
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T h e m e t a b o l i s m o f 1 - n i t r o p y r e n e h a s b e e n e x t e n s i v e l y
s t u d i e d i n v i t r o i n p r o c a r y o t i c c e l l s , a n d i n m a m m a l i a n c e l l s ,
t i s s u e s a n d c e l l h o m o g e n a t e s . I n v i v o s t u d i e s h a v e
p r e d o m i n a n t l y i n v o l v e d r a t s a n d m i c e . N i t r o r e d u c t i o n a p p e a r e d
t o b e a c r i t i c a l f i r s t s t e p i n t h e m e t a b o l i c a c t i v a t i o n o f
1 - n i t r o p y r e n e i n t h e A m e s S a l m o n e l l a m u t a g e n i c i t y a s s a y
( D j u r i c e t a l . , 1 9 8 6 c ; H e f l i c h e t a l . , 1 9 8 5 a ; H o w a r d e t a l . ,
1 9 8 3 b ) . T h e p r o p o s e d p a t h w a y f o r t h e n i t r o r e d u c t i o n o f
n i t r a t e d p y r e n e s , s u c h a s 1
- n i t r o p y r e n e , i s d e m o n s t r a t e d i n
F i g u r e 6 ( D j u r i c e t a l . , 1 9 8 6 c ) .
I I . D . 1 . B a c t e r i a l M e t a b o l i s m o f l - N i t r o p y r e n e
B i o l o g i c a l a c t i v a t i o n o f m o s t n i t r o
- P A H s i n t h e A m e s
S a l m o n e l l a m u t a g e n i c i t y a s s a y a r e t h o u g h t t o o c c u r t h r o u g h t h e
e n z y m a t i c a c t i o n o f n i t r o r e d u c t a s e s a n d a c e t y l a s e e n z y m e s
p r e s e n t i n t h e S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m t e s t e r s t r a i n s . N i t r o ¬
r e d u c t a s e s w e r e s h o w n t o c o n v e r t n i t r o - P A H s t o n i t r o s o - P A H s
a n d t h e n t o t h e i r c o r r e s p o n d i n g N
- h y d r o x y l a m i n o
- P A H s
i n t e r m e d i a t e s b y s e q u e n t i a l r e d u c t i o n o f t h e n i t r o g r o u p .
E a c h s t e p i n t h i s r e d u c t i o n p a t h w a y w a s f o r m a l l y a t w o -
e l e c t r o n p r o c e s s b u t t h e r e d u c t i o n m e c h a n i s m i n v o l v e d o n e
-
a n d / o r t w o - e l e c t r o n t r a n s f e r s . T h e N - h y d r o x y l a m i n o - P A H
i n t e r m e d i a t e s c o u l d t h e n u n d e r g o f u r t h e r m e t a b o l i s m t h r o u g h
t h r e e s e p a r a t e p a t h w a y s . O n e p a t h w a y i n v o l v e d a c i d - c a t a l y z e d
d e c o m p o s i t i o n o f t h e i n t e r m e d i a t e t o y i e l d h i g h l y e l e c t r o
-
p h i l i c a r y l n i t r e n i u m i o n s t h a t w e r e c a p a b l e o f b i n d i n g t o D N A
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a t p o s i t i o n C - 8 o f d e o x y g u a n o s i n e . A s e c o n d p a t h w a y i n v o l v e d
e n z y m a t i c r e d u c t i o n o f t h e i n t e r m e d i a t e t o f o r m a m i n o
- P A H s
t h a t w e r e c a p a b l e o f u n d e r g o i n g a c e t y l a t i o n t o f o r m a c e t a m i d o
-
P A H s . T h e t h i r d p a t h w a y i n v o l v e d d i r e c t e n z y m a t i c
0 - a c e t y l a t i o n o f t h e i n t e r m e d i a t e b y t h e 0
- a c e t y l t r a n s f e r a s e
e n z y m e t o f o r m N
- a c e t o x y
- P A H s w h i c h w e r e c a p a b l e o f y i e l d i n g
a r y l n i t r e n i u m i o n s a f t e r a c i d
- c a t a l y z e d d e c o m p o s i t i o n ( D j u r i c
e t a l .
,
1 9 8 6 c ; H e f l i c h e t a l . , 1 9 8 5 a ; H o w a r d e t a l . , 1 9 8 3 b ;
K a r p i n s k y e t a l . , 1 9 8 2 ; M c C o y e t a l . , 1 9 8 3 ; P a t t o n e t a l . ,
1 9 8 6 ; R o s e n k r a n z a n d M e r m e l s t e i n , 1 9 8 3 ) .
N i t r o p y r e n e w a s s l o w l y r e d u c e d b y S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m
t o y i e l d 1
- a m i n o p y r e n e , t h e s i x
- e l e c t r o n r e d u c t i o n e n d p r o d u c t
o f 1 - n i t r o p y r e n e , a n d N
- a c e t y l - 1
- a m i n o p y r e n e ( H o w a r d e t a l . ,
1 9 8 3 b ; M e s s i e r e t a l . , 1 9 8 1 ) . D u r i n g t h e r e d u c t i o n p r o c e s s ,
D N A b i n d i n g o c c u r r e d . T h e m a j o r D N A a d d u c t w a s i d e n t i f i e d a s
N - { d e o x y g u a n o s i n - 8
-
y l ) - 1 - a m i n o p y r e n e ( H o w a r d e t a l . , 1 9 8 3 b ) .
1 - A m i n o p y r e n e h a s b e e n r e p o r t e d n o t t o b i n d c o v a l e n t l y w i t h
D N A ( H e f l i c h e t a l . , 1 9 8 5 a ) . B a c t e r i a l s u s p e n s i o n s f r o m r a t
i n t e s t i n a l c o n t e n t s c o n v e r t e d 1 - n i t r o p y r e n e t o 1
- a m i n o p y r e n e
( H o w a r d e t a l . , 1 9 8 3 a ) . 1 - A m i n o p y r e n e f o r m e d 1 - a c e t a m i d o -
p y r e n e t h r o u g h a c e t y l a t i o n v i a a c e t y l
- C o A d e p e n d e n t
a c e t y l t r a n s f e r a s e a c t i v i t y ( O r r e t a l . , 1 9 8 5 ) .
F o r s o m e n i t r o - P A H s c o n v e r s i o n t o t h e c o r r e s p o n d i n g
N - h y d r o x y l a m i n o
- P A H s w a s n o t s u f f i c i e n t f o r m u t a g e n i c i t y a n d
f u r t h e r a c t i v a t i o n w a s r e q u i r e d t h r o u g h 0 - e s t e r i f i c a t i o n ,
w h i c h a p p e a r e d t o b e c a t a l y z e d b y a b a c t e r i a l
1 8
a c e t y l t r a n s f e r a s e e n z y m e ( A n d r e w s e t a l . , 1 9 8 6 ; D j u r i c
e t a l . , 1 9 8 5 ; F i f e r e t a l . , 1 9 8 5 ; F i f e r e t a l . , 1 9 8 6 ;
M c C o y e t a l . , 1 9 8 2 ; M c C o y e t a l . , 1 9 8 3 ) . I n S a l m o n e l l a
t y p h i m u r i xi m , t h e N
- h y d r o x y a r y l a m i n e s w e r e a c t i v a t e d v i a
O - a c e t y l a t i o n b y a n a c e t y l C o A d e p e n d e n t N
- h y d r o x y a r y l a m i n e
0 - a c e t y l t r a n s f e r a s e t o N
- a c e t o x y a r y l a m i n e s t h a t r e a d i l y
r e a c t e d w i t h c e l l u l a r m a c r o m o l e c u l e s c a u s i n g m u t a t i o n ( S a i t o
e t a l .
,
1 9 8 5 ) . A l t h o u g h N - a c e t o x y a r y l a m i n e s w e r e g e n e r a l l y
t o o r e a c t i v e t o b e d e t e c t e d , i n d i r e c t e v i d e n c e f o r t h e i r
f o r m a t i o n w a s o b t a i n e d b y n o t i n g t h e f o r m a t i o n o f N - a c e t y l a t e d
d e r i v a t i v e s o f n i t r o - P A H s ( M c C o y e t a l . , 1 9 8 3 ) .
I I . D . 2 . I n V i v o M e t a b o l i s m o f 1 - N i t r o p v r e n e
T h e m e t a b o l i s m o f 1 - n i t r o p y r e n e a d m i n i s t e r e d t o m a l e r a t s
b y v a r i o u s m e t h o d s p r o d u c e d m e t a b o l i t e s t h a t w e r e e l i m i n a t e d
i n t h e f e c e s a n d t h e u r i n e . F e c a l m e t a b o l i t e s i n c l u d e d
u n c h a n g e d 1
- n i t r o p y r e n e , 1 - a m i n o p y r e n e , 6
- a n d 8 - h y d r o x y
-





a n d 8 - h y d r o x y
- 1 - a c e t a m i d o p y r e n e .
B i l i a r y m e t a b o l i t e s i n c l u d e d 1
- a m i n o p y r e n e , 6 - a n d 8 - h y d r o x y
-
1 - a m i n o p y r e n e , 3 - , 6 - , a n d 8 - h y d r o x y - 1 - n i t r o p y r e n e , 6 - a n d 8 -
h y d r o x y
- 1 - a c e t a m i d o p y r e n e a n d 4 , 5
- d i h y d r o x y
- 4 , 5 - d i h y d r o
-
1 - n i t r o p y r e n e . U r i n a r y m e t a b o l i t e s i n c l u d e d 3
- a n d 8 - h y d r o x y
-
1 - n i t r o p y r e n e , 1
- a c e t a m i d o p y r e n e , 6
- a n d 8 - h y d r o x y
-
1 - a m i n o p y r e n e , 6
- a n d 8 - h y d r o x y
- 1 - a c e t a m i d o p y r e n e , a n d t h e i r
g l u c u r o n i d e a n d s u l f a t e c o n j u g a t e s ( B a l l e t a l . , 1 9 8 4 b ;
1 9
B a l l e t a l . , 1 9 8 5 ; E l - B a y o u m y a n d H e c h t , 1 9 8 4 ; H o w a r d
e t a l . , 1 9 8 5 ; K i n o u c h i e t a l . , 1 9 8 6 ) .
M e t a b o l i s m o f 1 - n i t r o p y r e n e a d m i n i s t e r e d o r a l l y t o g e r m
-
f r e e m a l e r a t s p r o d u c e d s i m i l a r m e t a b o l i t e s a s t h o s e s e e n i n
c o n v e n t i o n a l r a t s , e x c e p t m u c h l o w e r a m o u n t s o f n i t r o r e d u c t i o n
p r o d u c t s w e r e o b s e r v e d i n t h e g e r m
- f r e e r a t s . T h e m a j o r f e c a l
m e t a b o l i t e s w e r e 1 - n i t r o p y r e n e , 3
- h y d r o x y - 1 - n i t r o p y r e n e ,
6 - h y d r o x y
- 1 - n i t r o p y r e n e , 8 - h y d r o x y - l
- n i t r o p y r e n e , a n d
4
,
5 - d i h y d r o x y
- 4
,
5 - d i h y d r o
- l - n i t r o p y r e n e . U r i n a r y m e t a b o l i t e s
w e r e s i m i l a r t o t h o s e i d e n t i f i e d i n t h e f e c e s ( K i n o u c h i
e t a l . , 1 9 8 6 ) . 6 - H y d r o x y - 1 - a c e t a m i d o p y r e n e w a s a l s o
i d e n t i f i e d a s a u r i n a r y m e t a b o l i t e i n g e r ra - f r e e r a t s b u t i n
m u c h l e s s e r q u a n t i t i e s t h a n i n c o n v e n t i o n a l r a t s ( B a l l e t a l . ,
1 9 8 5 ; B a l l e t a l . , 1 9 9 1 ) .
I I . D . 3 . M a m m a l i a n I n V i t r o M e t a b o l i s m o f 1 - N i t r o p v r e n e
1 - N i t r o p y r e n e w a s s h o w n t o b e m e t a b o l i z e d b y r e d u c t i v e
a n d o x i d a t i v e p r o c e s s e s i n r a t l i v e r m i c r o s o m e s a n d b y S 9 t o
y i e l d t h e f o l l o w i n g c o m p o u n d s : 1
- n i t r o s o p y r e n e , 1
- a m i n o p y r e n e ,
1 - a c e t a m i d o p y r e n e , N - h y d r o x y - 1 - a c e t a m i d o p y r e n e , 3 - , 6 - , a n d
8 - h y d r o x y - l - n i t r o p y r e n e , 1 - n i t r o p y r e n e 4 , 5
- o x i d e
,
1 - n i t r o p y r e n e 9 , 1 0
- o x i d e
,
1 - n i t r o p y r e n e t 2 r a r 2 s
- 4
,
5 - d i h y d r o d i o l
a n d 1 - n i t r o p y r e n e t r a r zs
- 9
,
1 0 - d i h y d r o d i o l ( B a l l e t a l . , 1 9 8 4 a ;
D j u r i c e t a l . , 1 9 8 6 a ; E l - B a y o u m y a n d H e c h t , 1 9 8 3 ; H o w a r d
e t a l . , 1 9 8 5 ; S a i t o e t a l . , 1 9 8 4 ) . F u r t h e r m e t a b o l i s m o f
1 - n i t r o p y r e n e 4 , 5
- d i h y d r o d i o l b y r a t l i v e r S 9 g e n e r a t e d
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1 - a m i n o p y r e n e 4 , 5
- d i h y d r o d i o l , l







1 0 - t e t r o l
,
a n d q u i n o n e s , l
- a m i n o - 4
,
5 - p y r e n e d i o n e a n d l - n i t r o - 4 , 5 -
p y r e n e d i o n e ( R o y e t a l . , 1 9 8 8 ) . R a b b i t l i v e r m i c r o s o m e s




, a n d 8 - h y d r o x y
-
1 - n i t r o p y r e n e ( H o w a r d e t a l . , 1 9 8 8 ) . L i v e r m i c r o s o m e s
i s o l a t e d f r o m t h e g u i n e a p i g , h a m s t e r , r a t , d o g , m o u s e a n d
h u m a n o x i d i z e d 1 - n i t r o p y r e n e t o l
- n i t r o p y r e n e
- 4 , 5
- o x i d e a n d
l - n i t r o p y r e n e
- 9
,
1 0 - o x i d e ( K a t a o k a e t a l . , 1 9 9 1 ) .
1 - A m i n o p y r e n e , 1
- a c e t a m i d o p y r e n e , 3
- h y d r o x y
- 1 - n i t r o ¬
p y r e n e , 1 0
- h y d r o x y








, o r 9 - h y d r o x y
-
1 - n i t r o p y r e n e , a n d l
- n i t r o p y r e n e
- 4
, 5
- d i h y d r o d i o l w e r e d e t e c t e d
i n i n c u b a t i o n m i x t u r e s o f 1 - n i t r o p y r e n e a n d c u l t u r e d r a b b i t
a l v e o l a r m a c r o p h a g e s , l u n g t i s s u e a n d t r a c h e a l t i s s u e ( K i n g
e t a l . , 1 9 8 6 ) . M a j o r m e t a b o l i t e s p r o d u c e d b y t h e r e d u c t i o n o f
1 - n i t r o p y r e n e i n i s o l a t e d p e r f u s e d r a t l i v e r s w e r e 1
- a m i n o ¬
p y r e n e a n d 1
- a c e t a m i d o p y r e n e ( B o n d e t a l . , 1 9 8 4 ) . T h e
m e t a b o l i s m o f 1 - n i t r o p y r e n e i n l y s a t e s o f c e l l s f r o m t h e h u m a n




, a n d 8 - h y d r o x y
-
1 - n i t r o p y r e n e a n d t h e K
- r e g i o n d i h y d r o d i o l s (H o w a r d e t a l . ,
1 9 9 0 ) .
I I . E . M e t a b o l i s m o f 3 - N i t r o f l u o r a n t h e n e
T h e p r o p o s e d o x i d a t i o n a n d r e d u c t i o n p a t h w a y s i n t h e
m e t a b o l i s m o f 3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e w e r e t h o u g h t t o f o l l o w t h e
p a t h w a y s o f m e t a b o l i c a c t i v a t i o n f o r 1 - n i t r o p y r e n e ( B a u e r a n d
H o w a r d
,
1 9 9 1 ; B e l i s a r i o e t a l . , 1 9 9 0 ; C o n s o l e e t a l . , 1 9 8 9 ;
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M i t c h e l l e t a l . , 1 9 9 3 ) . 3 - N i t r o f l u o r a n t h e n e i s r e d u c e d t o
3 - n i t r o s o f l u o r a n t h e n e w h i c h i s r e d u c e d t o N - h y d r o x y
- 3 - a m i n o -
f l u o r a n t h e n e w i t h a s u b s e q u e n t r e d u c t i o n p r o d u c i n g 3 - a m i n o -
f l u o r a n t h e n e , t h e e n d p r o d u c t o f n i t r o r e d u c t i o n . U n d e r a c i d i c
c o n d i t i o n s , N - h y d r o x y
- 3 - a m i n o f l u o r a n t h e n e c o u l d u n d e r g o
p r o t o n a t i o n f o l l o w e d b y t h e l o s s o f a w a t e r t o f o r m a r e a c t i v e
e l e c t r o p h i l e , t h e a r y l n i t r e n i u m i o n , w h i c h b i n d s t o D N A .
3 - A m i n o f l u o r a n t h e n e i s s u s c e p t i b l e t o a c e t y l a t i o n t o f o r m
3 - a c e t a m i d o f l u o r a n t h e n e . A l t e r n a t i v e l y , 3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e
c a n b e m e t a b o l i z e d t o p h e n o l i c c o m p o u n d s t h r o u g h e p o x i d e
f o r m a t i o n ( B a u e r a n d H o w a r d , 1 9 9 1 ; B e l i s a r i o e t a l . , 1 9 9 0 ;
C o n s o l o e t a l . , 1 9 8 9 ; M i t c h e l l e t a l . , 1 9 9 3 ) .
T h e l i v e r m i c r o s o m a l m e t a b o l i s m o f 3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e
h a s b e e n i n v e s t i g a t e d i n s e v e r a l s p e c i e s . M e t a b o l i s m o f
3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e w i t h l i v e r m i c r o s o m e s a n d S 9 i s o l a t e d f r o m
m a l e S p r a g u e
- D a w l e y r a t s , m a l e C 5 7 B L / 6 m i c e , m a l e H a r t l e y
g u i n e a p i g s , m a l e S y r i a n g o l d e n h a m s t e r s , a n d a f e m a l e g o a t
h a s b e e n s t u d i e d . T h e p r i m a r y m e t a b o l i t e s p r o d u c e d w e r e
3 - a m i n o f l u o r a n t h e n e
,










9 - , a n d 1 0 - h y d r o x y
- 3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e . B o t h 8 - a n d
9 - h y d r o x y
- 3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e w e r e t h e m a j o r m e t a b o l i t e s
p r o d u c e d f r o m t h e m e t a b o l i s m w i t h r a t s a n d m i c e . G u i n e a p i g
m i c r o s o m e s p r e f e r e n t i a l l y m e t a b o l i z e d 3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e t o
6 - h y d r o x y
- 3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e w i t h a m i n o r a m o u n t o f
8 - h y d r o x y - 3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e a l s o f o r m e d . 1 - H y d r o x y
- 3 - n i t r o -
f l u o r a n t h e n e w a s a m i n o r m e t a b o l i t e i n t h e s e i n c u b a t i o n s
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( B a l l e t a l . , 1 9 8 5 ; B a l l e t a l . , 1 9 8 6 b ; B e r r y e t a l . , 1 9 8 5 ;
H o w a r d e t a l . , 1 9 8 8 ; H o l i e r e t a l . , 1 9 8 8 ) .
T h e m e t a b o l i c p r o d u c t s f o r m e d b y t h e m e t a b o l i s m o f
3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e i n r a t l u n g s u b c e l l u l a r f r a c t i o n s ( c y t o s o l
a n d m i c r o s o m e s ) c o n s i s t e d o f 8 - h y d r o x y - 3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e ,
f o r m e d u n d e r a e r o b i c c o n d i t i o n s , a n d 3 - a m i n o f l u o r a n t h e n e ,
f o r m e d a n a e r o b i c a l l y (M i t c h e l l e t a l . , 1 9 9 3 ) .
I I . F . M e t a b o l i s m o f 2 - N i t r o f l u o r a n t h e n e
T h e m e t a b o l i s m o f 2 - n i t r o f l u o r a n t h e n e i s s i m i l a r t o t h e
p a t h w a y o f 3
- n i t r o f l u o r a n t h e n e w i t h t h e e x c e p t i o n o f t h e n i t r o
g r o u p b e i n g p o s i t i o n e d o n C
- 2 r a t h e r t h a n C - 3 ( M i t c h e l l
e t a l . , 1 9 9 3 ) . A e r o b i c m e t a b o l i s m o f 2 - n i t r o f l u o r a n t h e n e b y
S 9 f r o m t h e l i v e r s o f A r o c l o r - p r e t r e a t e d r a t s r e s u l t e d i n
8 - h y d r o x y
- 2 - n i t r o f l u o r a n t h e n e , 9 - h y d r o x y
- 2 - n i t r o f l u o r a n t h e n e
a n d a n u n i d e n t i f i e d h y d r o x y
- 2 - n i t r o f l u o r a n t h e n e . H o w e v e r ,
u n d e r a n a e r o b i c c o n d i t i o n s , o n l y 2
- a m i n o f l u o r a n t h e n e w a s
d e t e c t e d . I t h a s b e e n s u g g e s t e d t h a t d i h y d r o d i o l d e r i v a t i v e s
m i g h t b e f o r m e d a s m i n o r o r u n s t a b l e p r o d u c t s ( Z i e l i n s k a
e t a l . , 1 9 8 7 ) .
I I . G . F o r m a t i o n o f D N A A d d u c t s b y N i t r o - P A H s
N i t r o - P A H s d o n o t f o r m c o v a l e n t l i n k a g e s w i t h i s o l a t e d
D N A t h e m s e l v e s , b u t a r e m e t a b o l i z e d b y S a l m o n e l l a t y p h i m u r i i i m
t o e l e c t r o p h i l i c i n t e r m e d i a t e s c a p a b l e o f b i n d i n g t o c e l l u l a r
D N A . M u t a g e n i c i t y o f n i t r o - P A H s w a s b a s e d o n t h e a b i l i t y o f
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a n u l t i m a t e e l e c t r o p h i l e t o b i n d c o v a l e n t l y t o c e l l u l a r D N A .
S e v e r a l l i n e s o f e v i d e n c e s u g g e s t e d t h a t a r y l h y d r o x y l a m i n e s o r
t h e i r h y d r o x a m i c a c i d e s t e r s f o r m e d r e a c t i v e a r y l n i t r e n i u m
i o n s w h i c h w e r e c a p a b l e o f f o r m i n g c o v a l e n t l y b o u n d D N A
a d d u c t s ( H e f l i c h e t a l . , 1 9 8 5 b ; H o w a r d e t a l . , 1 9 8 3 b ;
M c C o y e t a l . , 1 9 8 3 ; R o s e n k r a n z a n d M e r m e l s t e i n , 1 9 8 3 ) .
T h e " a m i n o f l u o r e n e i n s e r t i o n " m o d e l w a s d e v e l o p e d t o
e x p l a i n t h e D N A d a m a g e c a u s e d b y t h e N
- ( d e o x y g u a n o s i n - 8 - y l )
a d d u c t s o f n i t r o - P A H s ( v a n H o u t e e t a l . , 1 9 8 7 ) . T h e s e a d d u c t s
c o u l d c a u s e d i s t o r t i o n s i n t h e D N A w h i c h m a y b e r e s p o n s i b l e
f o r t h e i r m u t a g e n i c i t y a n d / o r c a r c i n o g e n i c i t y . T h i s m o d e l
s u g g e s t e d t h a t t h e s e D G : C 8 a d d u c t s c a u s e d s t r u c t u r a l
d e f o r m i t i e s i n c e l l u l a r D N A t h r o u g h k i n k i n g o f t h e h e l i c a l
s t r u c t u r e b y i n s e r t i o n o f t h e a m i n o f l u o r e n e m o i e t y b e t w e e n t h e
n o r m a l D N A b a s e s . I n s e r t i o n o f t h i s m o i e t y c o u l d c a u s e
f r a m e s h i f t m u t a t i o n s b e c a u s e t h e a m i n o f l u o r e n e a c t u a l l y
m i m i c k e d a n a d d i t i o n a l b a s e t h a t c o u l d b e r e a d b y D N A
p o l y m e r a s e . K i n k i n g o f t h e D N A h e l i x c o u l d r e s u l t i n
m i s r e p a i r o f t h e d e f o r m e d s i t e b y t h e D N A r e p a i r e n z y m e s
( v a n H o u t e e t a l . , 1 9 8 7 ) .
T h e m a j o r a d d u c t f o r m e d b e t w e e n n i t r o - P A H s a n d D N A w a s
t h e N - ( d e o x y g u a n o s i n - 8 - y l ) - a m i n o - P A H a d d u c t . T h i s a d d u c t w a s
f o r m e d b y t h e c o v a l e n t b i n d i n g o f t h e n i t r o g e n a t o m f r o m t h e
n i t r o - P A H s t o t h e C - 8 a t o m o f 2 ' - d e o x y g u a n o s i n e ( A n d r e w s
e t a l . , 1 9 8 6 ; D i e t r i c h , 1 9 8 7 ; H e m m i n k i , 1 9 8 3 ; H o w a r d
e t a l . , 1 9 8 3 b ; S i n g e r a n d G r u n b e r g e r , 1 9 8 3 ) . T h i s w a s t h e
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m o s t l i k e l y s i t e f o r t h e e l e c t r o p h i l i c i n t e r m e d i a t e s
( a r y l n i t r e n i u m i o n s ) t o a t t a c k D N A d u e t o t h e h i g h e l e c t r o n
d e n s i t y a t t h e C
- 8 p o s i t i o n o f t h e d e o x y g u a n o s i n e m o l e c u l e s
( H e m m i n k i , 1 9 8 3 ; S i n g e r a n d G r u n b e r g e r , 1 9 8 3 ) .
T h e d o m i n a n t D N A a d d u c t i n v i t r o r e s u l t i n g f r o m t h e
n i t r o r e d u c t i o n o f 1 - n i t r o p y r e n e w a s N - ( d e o x y g u a n o s i n - 8 - y l ) -
1 - a m i n o p y r e n e . T h i s a d d u c t w a s i d e n t i f i e d a s a p r o d u c t o f t h e
b a c t e r i a l n i t r o r e d u c t i o n o f 1 - n i t r o p y r e n e i n S a l m o n e l l a
t y p h i m u r i u m s t r a i n T A 1 5 3 8 ( H o w a r d a t a l . , 1 9 8 3 b ) . R e d u c t i v e
m e t a b o l i s m a n d D N A b i n d i n g o f 1
- n i t r o p y r e n e m e d i a t e d b y
x a n t h i n e o x i d a s e r e p o r t e d l y f o r m e d o n e m a j o r a n d t w o m i n o r D N A
a d d u c t s i n c a l f t h y m u s D N A . T h e m a j o r a d d u c t w a s i d e n t i f i e d
a s N - ( d e o x y g u a n o s i n - 8 - y l )
- 1 - a m i n o p y r e n e t h e t w o m i n o r a d d u c t s
w e r e n o t c h a r a c t e r i z e d ( H o w a r d e t a l . , 1 9 8 3 b ) . T h i s s a m e
a d d u c t w a s d e t e c t e d i n C h i n e s e h a m s t e r o v a r y c e l l s (K i n g
e t a l . , 1 9 8 3 ) , C h i n e s e h a m s t e r l u n g c e l l s ( E d w a r d s e t a l . ,
1 9 8 6 ) , c u l t u r e d h u m a n d i p l o i d f i b r o b l a s t s ( H e f l i c h e t a l . ,
1 9 8 6 ; P a t t o n e t a l . , 1 9 8 6 ) , r a b b i t t r a c h e a l e p i t h e l i a l c e l l s
a n d c a l f t h y m u s D N A ( H o w a r d e t a l . , 1 9 8 8 ; K i n g e t a l . , 1 9 8 7 ) .
N - ( d e o x y g u a n o s i n - 8 - y l ) - 1 - a m i n o p y r e n e w a s a l s o i d e n t i f i e d
a s t h e d o m i n a n t D N A a d d u c t i n v i v o . T h i s a d d u c t w a s f o u n d a t
t h e s i t e o f i n j e c t i o n a n d i n t h e m a m m a r y g l a n d o f S p r a g u e -
D a w l e y r a t s i n d i c a t i n g t h a t 1 - n i t r o p y r e n e w a s m e t a b o l i z e d b y
n i t r o r e d u c t i o n i n t h e s e t i s s u e s ( S m i t h e t a l . , 1 9 9 0 ) .
T h e m a j o r D N A a d d u c t f o r m e d w h e n 3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e w a s
r e d u c e d c h e m i c a l l y t o N
- h y d r o x y
- 3 - a m i n o f l u o r a n t h e n e a n d
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a l l o w e d t o r e a c t w i t h c a l f t h y m u s D N A w a s i d e n t i f i e d a s
N - ( d e o x y g u a n o s i n - 8 - y l ) - 3 - a m i n o f l u o r a n t h e n e . T h i s s a m e a d d u c t
w a s f o r m e d b y t h e i n v i t r o x a n t h i n e o x i d a s e
- c a t a l y z e d
r e d u c t i o n o f 3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e a n d r e a c t i o n w i t h c a l f t h y m u s
D N A ( D i e t r i c h e t a l . , 1 9 8 8 ) . N o D N A a d d u c t s o f 2 - n i t r o -
f l u o r a n t h e n e h a v e b e e n i d e n t i f i e d i n t h e l i t e r a t u r e .
I I . H . S t r u c t u r e A c t i v i t y R e l a t i o n s h i p s
V a n c e a n d L e v i n ( 1 9 8 4 ) h a v e d e f i n e d f o u r s t r u c t u r a l
f e a t u r e s o f n i t r o - P A H s t h a t d e t e r m i n e d m u t a g e n i c a c t i v i t y i n
n i n e s t r a i n s o f S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m . T h e y d e f i n e d t h e s e
s t r u c t u r e a c t i v i t y r e l a t i o n s h i p s f o r n i t r o
- P A H s a s f o l l o w s :
( 1 ) P h y s i c a l d i m e n s i o n a n d d e g r e e o f a r o m a t i c i t y .
( 2 ) I s o m e r i c p o s i t i o n o f t h e n i t r o g r o u p .
( 3 ) C o n f o r m a t i o n o f t h e n i t r o g r o u p w i t h r e s p e c t t o t h e
p l a n e o f t h e a r o m a t i c r i n g s .
( 4 ) A b i l i t y t o r e s o n a n c e - s t a b i l i z e t h e u l t i m a t e
e l e c t r o p h i l e ( i . e . , t h e n i t r e n i u m i o n ) .
T h e m u t a g e n i c i t y o f D N A a d d u c t s f o r m e d f r o m n i t r o - P A H S
w a s a f f e c t e d b y t h e n u m b e r a n d a r r a n g e m e n t o f a r o m a t i c n u c l e i
i n t h e n i t r o - P A H s , p o s s i b l y b y i n f l u e n c i n g t h e p o s i t i o n o f t h e
a d d u c t r e l a t i v e t o t h e D N A h e l i x
. V a n c e a n d L e v i n ( 1 9 8 4 )
d e m o n s t r a t e d t h a t m u t a g e n i c a c t i v i t y w a s a d i r e c t f u n c t i o n o f
t h e s i z e o f t h e a r o m a t i c n u c l e u s a n d s u g g e s t e d a n o p t i m u m
l e n g t h o f t h r e e b e n z e n e n u c l e i f o r m u t a g e n i c p o t e n c y . T h e y
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f o u n d 3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e t o b e o f o p t i m u m s i z e f o r m u t a
¬
g e n i c i t y a n d t h a t b y a d d i n g a n a d d i t i o n a l b e n z e n e r i n g , g i v i n g
3 - n i t r o b e n z o [ k ] f l u o r a n t h e n e , m u t a g e n i c a c t i v i t y w a s r e d u c e d .
V a n c e a n d L e v i n ( 1 9 8 4 ) o b s e r v e d t h a t n i t r o - P A H s w i t h
n i t r o g r o u p s s t e r i c a l l y f o r c e d o u t
- o f - t h e - p l a n e o f t h e
a r o m a t i c r i n g s t r u c t u r e w e r e w e a k l y m u t a g e n i c o r n o n m u t a g e n i c .
L o c a t i o n o f t h e n i t r o s u b s t i t u e n t b e t w e e n t w o p e r i p r o t o n s o r
i n a b a y
- r e g i o n , h a v e b e e n o b s e r v e d t o f o r c e t h e n i t r o g r o u p
o u t o f a c o p l a n a r p o s i t i o n . T h e n i t r o g r o u p o n 7
- n i t r o b e n z o -
[ k ] f l u o r a n t h e n e w a s r o t a t e d o u t - o f - t h e - p l a n e o f t h e a r o m a t i c
r i n g s a n d t h i s c o m p o u n d w a s f o u n d t o b e a w e a k m u t a g e n . V a n c e
a n d L e v i n ( 1 9 8 4 ) s u g g e s t e d t h a t t h e o u t - o f - t h e - p l a n e
c o n f o r m a t i o n o f t h e n i t r o g r o u p d o e s n o t p e r m i t d i r e c t a c t i n g
m u t a g e n i c a c t i v i t y .
T h e m e c h a n i s m o f g e n o t o x i c i t y w a s e n h a n c e d i n n i t r o - P A H s
b y s t r u c t u r a l f e a t u r e s t h a t c o n t r i b u t e d t o t h e r e s o n a n c e
s t a b i l i z a t i o n o f t h e r e a c t i v e n i t r e n i u m i o n ( V a n c e a n d L e v i n ,
1 9 8 4 ) . P r o t o n a t i o n o f t h e h y d r o x y l a m i n e i n t e r m e d i a t e r e s u l t e d
i n t h e l o s s o f a w a t e r f r o m t h i s c o m p o u n d a n d s u b s e q u e n t
f o r m a t i o n o f a n u n s t a b l e n i t r e n i u m i o n
,
t h e u l t i m a t e r e a c t i v e
s p e c i e s t h a t b i n d s t o D N A . D e l o c a l i z a t i o n o f t h e p o s i t i v e
c h a r g e f r o m t h e n i t r e n i u m i o n i n t o t h e a r o m a t i c r i n g p r o d u c e d
c a r b o n i u m i o n s a t t h e o r t h o a n d p a r a p o s i t i o n s . S t a b i l i z a t i o n
o f t h e a r o m a t i c c a r b o n i u m i o n ( c a r b o c a t i o n ) w o u l d t e n d t o
i n c r e a s e t h e l i f e t i m e o f t h e c h a r g e d e l e c t r o p h i l e , t h e r e b y
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i n c r e a s i n g i t s c h a n c e s o f b i n d i n g t o D N A . I n c r e a s e d f o r m a t i o n
o f D N A a d d u c t s w o u l d i n c r e a s e m u t a g e n i c p o t e n c y .
T h e c h a r a c t e r i s t i c s o f s u b s t i t u e n t g r o u p s o n t h e a r o m a t i c
r i n g s t r u c t u r e h a v e t w o b a s i c e f f e c t s u p o n r e s o n a n c e
s t a b i l i z a t i o n . E l e c t r o n - d o n a t i n g g r o u p s , s u c h a s h y d r o x y l
g r o u p s , l o c a t e d o n t h e a r o m a t i c r i n g c a r b o n s i n v o l v e d i n
r e s o n a n c e s t a b i l i z a t i o n m a y t h e m s e l v e s p r e v e n t r e s o n a n c e
s t a b i l i z a t i o n b y r e s t o r i n g e l e c t r i c a l n e u t r a l i t y t o t h e n i t r o -
P A H s . T h e s e s u b s t i t u e n t s m a y a l s o p r e v e n t t h e c a r b o c a t i o n
f r o m r e a c t i n g w i t h D N A (V a n c e a n d L e v i n , 1 9 8 4 ) . L o s s o f
r e s o n a n c e s t a b i l i z a t i o n w o u l d t h e n r e d u c e t h e m u t a g e n i c
a c t i v i t y o f t h a t n i t r o
- P A H s . C o n v e r s e l y , h y d r o x y l g r o u p s
c o u l d e n h a n c e m u t a g e n i c i t y i f p r e s e n t o n r i n g c a r b o n s n o t
i n v o l v e d i n r e s o n a n c e s t a b i l i z a t i o n . E l e c t r o n - w i t h d r a w i n g
g r o u p s , s u c h a s n i t r o g r o u p s , m a y i n c r e a s e t h e m u t a g e n i c
a c t i v i t y o f n i t r o
- P A H s b u t n o t b e c a u s e t h e s u b s t i t u e n t a f f e c t s
r e s o n a n c e s t a b i l i z a t i o n . T h e n i t r o g r o u p h a s b e e n s h o w n t o
e x e r t a s t r o n g e l e c t r o n - w i t h d r a w i n g f o r c e o n t h e a r o m a t i c
s t r u c t u r e w h i c h m a y i n c r e a s e t h e s t a b i l i t y o f t h e h y d r o x y l
-
a m i n e i n t e r m e d i a t e . T h e i n c r e a s e d s t a b i l i t y o f t h e
i n t e r m e d i a t e m a y i n c r e a s e s i t s p o t e n t i a l f o r g e n e t i c d a m a g e
(V a n c e e t a l . , 1 9 8 5 ; V a n c e e t a l . , 1 9 8 7 ) .
V a n c e a n d L e v i n ( 1 9 8 4 ) f o u n d n i t r o - P A H s w i t h t h e n i t r o
g r o u p o r i e n t e d a l o n g t h e l o n g a x i s o f s y m m e t r y w e r e m o r e
p o t e n t m u t a g e n s t h a n t h o s e w i t h t h e n i t r o g r o u p o r i e n t e d a l o n g
t h e s h o r t a x i s . 3 - N i t r o f l u o r a n t h e n e , p o s s e s s i n g a n i t r o g r o u p
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o r i e n t e d a l o n g t h e l o n g a x i s o f s y m m e t r y , w a s a p p r o x i m a t e l y
t w e n t y f o l d m o r e m u t a g e n i c i n S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m s t r a i n s
T A 1 5 3 8 a n d T A 9 8 t h a n 1 - n i t r o f l u o r a n t h e n e , p o s s e s s i n g a n i t r o
g r o u p o r i e n t e d a l o n g t h e s h o r t a x i s .
A n o t h e r m e t h o d f o r d e t e r m i n i n g t h e r e l a t i o n s h i p b e t w e e n
t h e a r o m a t i c s t r u c t u r e a n d m u t a g e n i c a c t i v i t y o f n i t r o - P A H s
w a s d e v e l o p e d b y K l o p m a n a n d R o s e n k r a n z ( 1 9 8 4 ) . T h e y
d e v e l o p e d a
" C o m p u t e r
- A u t o m a t e d S t r u c t u r e E v o l u t i o n " p r o g r a m
f o r p r e d i c t i n g t h e m u t a g e n i c i t y o f e n v i r o n m e n t a l n i t r o - P A H s
b a s e d o n c e r t a i n t y p e s o f m o l e c u l a r f r a g m e n t s e i t h e r p r e s e n t
o r a b s e n t i n t h e s e c o m p o u n d s . T h e y r e p o r t e d t h a t m u t a g e n i c i t y
f o r n i t r o - P A H s w a s d e p e n d e n t u p o n t h e p r e s e n c e o f a n
a c t i v a t i n g s u b u n i t . N o n m u t a g e n i c c o m p o u n d s c o n t a i n e d e i t h e r
n o a c t i v a t i n g s u b u n i t o r b o t h a n a c t i v a t i n g a n d a d e a c t i v a t i n g
s u b u n i t . K l o p m a n a n d R o s e n k r a n z s u g g e s t e d t h a t s u b s t i t u e n t s
a d d e d p a r a t o t h e n i t r o g r o u p m a y b e n e c e s s a r y f o r a c t i v a t i o n
o f t h e c o m p o u n d b y t h e n i t r o g r o u p , f o r s u b s t r a t e r e c o g n i t i o n
b y a c t i v a t i n g n i t r o r e d u c t a s e e n z y m e s , o r f o r D N A a d d u c t
f o r m a t i o n .
A s a n e x a m p l e , 3
- n i t r o f l u o r a n t h e n e w a s e v a l u a t e d f o r
m u t a g e n i c p o t e n c y u s i n g t h e c r i t e r i a e s t a b
l i s h e d b y V a n c e a n d
L e v i n ( 1 9 8 4 ) o n s t r u c t u r e a c t i v i t y r e l a t i o n s h i p r e q u i r e m e n t s
a n d b y t h e c o m p u t e r p r o g r a m d e v e l o p e d b y
K l o p m a n a n d
R o s e n k r a n z ( 1 9 8 4 ) f o r p r e d i c t i n g m u t a g e n i c i t y . F r o m t h e s e
c r i t e r i a , 3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e w a s p r e d i c t e d t o b e h i g
h l y
m u t a g e n i c . I t h a d t h e
o p t i m u m l e n g t h o f 3 b e n z e n e
n u c l e i w i t h
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i t s n i t r o g r o u p c o p l a n a r a n d s i t u a t e d a l o n g t h e l o n g a x i s o f
t h e c o m p o u n d ( V a n c e a n d L e v i n , 1 9 8 4 ) . I t p o s s e s s e d a n
a c t i v a t i n g m o l e c u l a r s u b u n i t w h i c h p r e d i c t e d t h a t i t w o u l d b e
m u t a g e n i c ( K l o p m a n a n d R o s e n k r a n z , 1 9 8 4 ) . 3 - N i t r o f l u o r a n t h e n e
h a s b e e n s h o w n t o b e a p o t e n t d i r e c t a c t i n g m u t a g e n i n t h e
A m e s S a l m o n e l l a t y p h i m u r i i j i n m u t a g e n i c i t y a s s a y ( B a l l e t a l . ,
1 9 8 5 ; C o n s o l e e t a l . , 1 9 8 9 ; G r e i b r o k k e t a l . , 1 9 8 5 ; S h a n e
e t a l .
,
1 9 9 1 ; Z i e l i n s k a e t a l . , 1 9 8 8 ) .
I I . I . C a r c i n o g e n i c i t y o f N i t r o - P A H s
T h e i n d u c t i o n o f c a n c e r b y c h e m i c a l s h a s b e e n s h o w n t o b e
a c o m p l e x m u l t i
- s t e p p r o c e s s i n v o l v i n g i n t e r a c t i o n s b e t w e e n
b o t h e n v i r o n m e n t a l a n d e n d o g e n o u s f a c t o r s . T h e c u r r e n t m o d e l
f o r c h e m i c a l c a r c i n o g e n e s i s i n c l u d e s s e v e r a l d i s t i n c t s t a g e s
l e a d i n g t o t h e f o r m a t i o n o f a m a l i g n a n t n e o p l a s m o r t u m o r .
A t l e a s t t h r e e s t a g e s a r e c o m m o n l y r e c o g n i z e d : i n i t i a t i o n ,
p r o m o t i o n , a n d p r o g r e s s i o n ( H o d g s o n a n d L e v i , 1 9 8 7 ) .
T h e i n i t i a t i o n s t a g e i s c o n s i d e r e d t o b e r a p i d a n d
i r r e v e r s i b l e
,
i n v o l v i n g t h e i n t e r a c t i o n o f t h e u l t i m a t e
c a r c i n o g e n w i t h D N A . T h e c h e m i c a l c a n a c t e i t h e r d i r e c t l y
( c a r c i n o g e n ) o r m a y r e q u i r e m e t a b o l i c a c t i v a t i o n (p r o c a r -
c i n o g e n ) f o r c o n v e r s i o n t o a r e a c t i v e e l e c t r o p h i l e t h a t c o u l d
b i n d c o v a l e n t l y t o D N A . T h e r e s u l t i s t h e f o r m a t i o n o f D N A
a d d u c t s , w h i c h i f n o t r e p a i r e d o r a r e m i s r e p a i r e d w o u l d r e s u l t
i n a m u t a t i o n o r c h a n g e i n t h e D N A s e q u e n c e ( H o d g s o n a n d L e v i ,
1 9 8 7 ; W i l l i a m s a n d W e i s b u r g e r , 1 9 9 3 ) .
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P r o m o t i o n i s t h e s e c o n d s t a g e i n t h e c a r c i n o g e n i c p r o c e s s
a n d l e a d s t o t h e g r o w t h a n d d e v e l o p m e n t o f t h e n e o p l a s t i c
c e l l s i n t o a t u m o r . P r o m o t e r s e i t h e r i n c r e a s e t h e n u m b e r o f
t u m o r s o r d e c r e a s e t h e l a t e n c y p e r i o d . T h i s p r o c e s s i s
c h a r a c t e r i z e d b y t h e e n h a n c e m e n t o f c a r c i n o g e n e s i s w h e n a
p r o m o t i n g a g e n t i s g i v e n a f t e r a d o s e o f a n i n i t i a t i n g a g e n t .
P r o m o t i n g a g e n t s a r e n o t i n t h e m s e l v e s c a r c i n o g e n s ( H o d g s o n
a n d L e v i
,
1 9 8 7 ; W i l l i a m s a n d W e i s b u r g e r , 1 9 9 3 ) .
T u m o r p r o g r e s s i o n i s c o n s i d e r e d t h e f i n a l s t a g e i n
c a r c i n o g e n e s i s a n d l e a d s t o i n c r e a s e d g r o w t h r a t e s , i n v a s i o n
o f h e a l t h y t i s s u e s ( i n v a s i v e n e s s ) a n d m e t a s t a s e s . N e o p l a s m s
e x p e r i e n c e q u a l i t a t i v e c h a n g e s i n t h e i r p h e n o t y p i c p r o p e r t i e s ,
i n c l u d i n g t h e t r a n s i t i o n f r o m b e n i g n t o m a l i g n a n t g r o w t h
c h a r a c t e r i s t i c s ( H o d g s o n a n d L e v i , 1 9 8 7 ; W i l l i a m s a n d
W e i s b u r g e r , 1 9 9 3 ) .
C h e m i c a l c a r c i n o g e n s a r e d e f i n e d o p e r a t i o n a l l y b y t h e i r
a b i l i t y t o i n d u c e n e o p l a s m s . R e s p o n s e s g e n e r a l l y a c c e p t e d a s
e v i d e n c e o f t h e i n d u c t i o n o f n e o p l a s m s a r e :
( 1 ) T h e p r e s e n c e o f t y p e s o f t xi m o r s n o t s e e n i n c o n t r o l s ;
( 2 ) A n i n c r e a s e d i n c i d e n c e o f t h e t v i m o r t y p e s i n c o n t r o l s ;
( 3 ) T h e d e v e l o p m e n t o f t u m o r s e a r l i e r t h a n i n c o n t r o l s ;
( 4 ) A n i n c r e a s e d mu l t i p l i c i t y o f t u m o r s .
A n a g e n t t h a t p r o d u c e s a n y o f t h e s e e f f e c t s i s d e e m e d a
" c a r c i n o g e n
" a l t h o u g h t h i s t e r m l i t e r a l l y m e a n s g i v i n g r i s e t o
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c a r c i n o m a s , i . e . , e p i t h e l i a l m a l i g n a n c i e s ( W i l l i a m s a n d
W e i s b u r g e r , 1 9 9 3 ) .
1 - N i t r o p y r e n e s h o w e d c a r c i n o g e n i c a c t i v i t y i n b o t h r a t s
a n d m i c e . I t i n d u c e d m a l i g n a n t f i b r o u s h i s t i o c y t o m a s
( s a r c o m a s ) a t t h e s i t e o f s u b c u t a n e o u s i n j e c t i o n i n m a l e F 3 4 4
r a t s ( O h g a k i e t a l . , 1 9 8 2 ) . T h i s f i n d i n g f o r 1 - n i t r o p y r e n e
w a s l a t e r c h a n g e d t o p o s s i b l y n e g a t i v e , b e c a u s e t h e s a m p l e
u s e d i n t h i s t e s t w a s f o u n d t o b e c o n t a m i n a t e d w i t h 0 . 2 % t o





- a n d 1 , 8 - d i n i t r o p y r e n e ( O h g a k i e t a l . ,
1 9 8 5 ) . I n c o n t r a s t , H i r o s e e t a l . ( 1 9 8 4 ) s h o w e d t h a t h i g h l y
p u r i f i e d 1 - n i t r o p y r e n e i n d u c e d m a l i g n a n t f i b r o u s h i s t i o ¬
c y t o m a s a t t h e s i t e o f s u b c u t a n e o u s i n j e c t i o n i n f e m a l e
S p r a g u e
- D a w l e y r a t s . T h e y a l s o r e p o r t e d t h e d e v e l o p m e n t o f
a d e n o c a r c i n o m a s i n t h e m a m m a r y g l a n d s o f t h e s e r a t s . I n m o r e
r e c e n t s t u d i e s
,
1 - n i t r o p y r e n e , 1
- n i t r o s o p y r e n e a n d 1
- a m i n o -
p y r e n e i n d u c e d m a m m a r y a d e n o c a r c i n o m a s f o l l o w i n g p . o .
a d m i n i s t r a t i o n i n f e m a l e S p r a g u e - D a w l e y r a t s w i t h a n i n c i d e n c e




a n d 4 % r e s p e c t i v e l y ( E l - B a y o u m y e t a l . , 1 9 8 8 ) .
F o l l o w i n g i . p . o r s . c . i n j e c t i o n , 1 - n i t r o p y r e n e i n d u c e d
a d e n o c a r c i n o m a s a n d f i b r o a d e n o m a s i n t h e m a m m a r y g l a n d s o f
f e m a l e C D r a t s ( I m a i d a e t a l . , 1 9 9 1 ) . I n a d d i t i o n ,
1 - n i t r o p y r e n e u p o n i . p . i n j e c t i o n i n t o A / J m i c e a n d n e w b o r n
C D - I m i c e , p r o d u c e d l u n g t u m o r s ( E l - B a y o u m y e t a l . , 1 9 8 4 a ) a n d
l i v e r t u m o r s (W i s l o c k i e t a l . , 1 9 8 6 ) .
O t h e r e x p e r i m e n t s h a v e s h o w n 1
- n i t r o p y r e n e t o b e
n o n t u m o r i g e n i c . 1
- N i t r o p y r e n e w a s n e g a t i v e o n m o u s e s k i n w h e n
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a d m i n i s t e r e d s . c . ( E l - B a y o u m y e t a l . , 1 9 8 2 ; T o k i w a e t a l . ,
1 9 8 4 ) . 1 - N i t r o p y r e n e w a s a l s o n e g a t i v e f o r i n d u c t i o n o f
m a m m a r y t u m o r s u p o n i . p . i n j e c t i o n i n t o r a t s ( I m a i d a e t a l . ,
1 9 8 5 ) , b u t c o n f l i c t i n g d a t a h a s b e e n r e p o r t e d ( I m a i d a e t a l . ,
1 9 9 1 ) . I n m o r e r e c e n t s t u d i e s , t h e r e d u c e d m e t a b o l i t e s o f
l - n i t r o p y r e n e , 1
- a c e t a m i d o p y r e n e a n d N
- h y d r o x y
- 1 - a c e t a m i d o -
p y r e n e , d i d n o t p r o d u c e m a m m a r y t u m o r s w h e n a d m i n i s t e r e d
e i t h e r i . p . o r s . c . i n w e a n l i n g f e m a l e C D r a t s ( I m a i d a e t a l . ,
1 9 9 1 ) .
T h e c a r c i n o g e n i c i t y d a t a f o r l
- n i t r o p y r e n e , b a s e d o n t h e
i n f o r m a t i o n o b t a i n e d s o f a r , i s a m b i g u o u s m a k i n g i t v e r y
d i f f i c u l t t o p r e d i c t t h e e f f e c t o f t h i s c o m p o u n d o n h u m a n s .
3 - N i t r o f l u o r a n t h e n e p r o d u c e d m a l i g n a n t f i b r o u s h i s t i o
¬
c y t o m a s w h e n a d m i n i s t e r e d b y s u b c u t a n e o u s i n j e c t i o n i n t o m a l e
F 3 4 4 r a t s ( O h g a k i e t a l . , 1 9 8 2 ; S u g i m u r a a n d T a k a y a m a , 1 9 8 3 ) .
T h e c a r c i n o g e n i c i t y o f 3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e w a s f u r t h e r t e s t e d
b y d i r e c t i n j e c t i o n i n t o t h e l u n g o f F 3 4 4 r a t s . I n t h e s e
e x p e r i m e n t s , t h e r a t s d e v e l o p e d l u n g t u m o r s ( s q u a m o u s c e l l
c a r c i n o m a s ) ( H o r i k a w a e t a l . , 1 9 9 1 ) .
A t t h i s t i m e , v e r y l i t t l e d a t a e x i s t s o n t h e c a r c i n o g e n i c
p r o p e r t i e s o f 2
- n i t r o f l u o r a n t h e n e .
I I . J . M u t a g e n i c i t y o f N i t r o
- P A H s
M o s t n i t r o - P A H s a r e d i r e c t a c t i n g m u t a g e n s b e c a u s e t h e y
d o n o t r e q u i r e e x o g e n o u s m e t a b o l i c a c t i v a t i o n ( S 9 ) f o r
m u t a g e n i c i t y i n t h e A m e s S a l m o n e l l a m u t a g e n i c i t y a s s a y
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( R o s e n k r a n z a n d M e r m e l s t e i n , 1 9 8 5 ) . I n d i r e c t a c t i n g n i t r o -
P A H s r e q u i r e e x o g e n o u s m e t a b o l i c a c t i v a t i o n b y m a m m a l i a n l i v e r
S 9 f r a c t i o n s c o n t a i n i n g c y t o c h r o m e P
- 4 5 0 m e t a b o l i z i n g e n z y m e s
f o r t h e i r m u t a g e n i c i t y . C e r t a i n n i t r o
- P A H s e x p e r i e n c e a
d e c r e a s e i n m u t a g e n i c i t y i n t h e A m e s a s s a y w h e n l i v e r S 9
f r a c t i o n s a r e a d d e d . F o r s o m e c o m p o u n d s , b o t h r e d u c t i v e a n d
o x i d a t i v e m e t a b o l i s m a r e r e q u i r e d f o r s i g n i f i c a n t m u t a g e n i c i t y
( D j u r i c e t a l . , 1 9 8 6 c ; H e f l i c h e t a l . , 1 9 8 5 a ; H o w a r d e t a l . ,
1 9 8 3 b ; K a r p i n s k y e t a l . , 1 9 8 2 ; M c C o y e t a l . , 1 9 8 3 ; P a t t o n
e t a l . , 1 9 8 6 ; R o s e n k r a n z a n d M e r m e l s t e i n , 1 9 8 3 ) .
I I . J . 1 . M u t a g e n i c i t y o f 1 - N i t r o p v r e n e
1 - N i t r o p y r e n e a c c o u n t e d f o r a s m u c h a s 3 0 % o f t h e d i r e c t
a c t i n g m u t a g e n i c i t y o f d i e s e l p a r t i c u l a t e m a t t e r i n S a l m o n e l l a
t y p h i m u r i u m s t r a i n T A 9 8 i n t h e a b s e n c e o f m e t a b o l i c a c t i v a t i o n
( P e d e r s o n a n d S i a k , 1 9 8 1 ) . 1 - N i t r o p y r e n e w a s s h o w n t o b e a
p o t e n t d i r e c t a c t i n g m u t a g e n i n S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m s t r a i n s
T A 9 8 a n d T A 9 8 / 1 , 8 - D N P 6 p r o d u c i n g 1 8 5 - 7 2 1 r e v e r t a n t s / n m o l e i n
b o t h s t r a i n s ( B a l l e t a l . , 1 9 8 4 a ; C o n s o l e e t a l . , 1 9 8 9 ) a n d
p r o d u c i n g 3 0 4 0 r e v / n m o l e i n s t r a i n Y G 1 0 2 4 ( W a t a n a b e e t a l . ,
1 9 9 0 ) . W i t h t h e a d d i t i o n o f m e t a b o l i c a c t i v a t i o n , m u t a g e n i c
p o t e n c y w a s r e d u c e d t o 5 5
- 6 5 r e v / n m o l e i n s t r a i n T A 9 8 a n d t o
8 - 1 0 r e v / n m o l e i n s t r a i n T A 9 8 / 1 , 8 - D N P 5 . F o r 1 - n i t r o p y r e n e ,
n i t r o r e d u c t i o n a n d a c e t y l a t i o n p r o c e s s e s p l a y e d m o r e i m p o r t a n t
r o l e s i n m u t a g e n i c i t y t h a n o x i d a t i o n .
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1 - N i t r o p y r e n e w a s s h o w n n o t t o b e a p o t e n t d i r e c t a c t i n g
m u t a g e n i n t w o m a m m a l i a n t e s t s y s t e m s . I n C h i n e s e h a m s t e r
o v a r y c e l l s , 1
- n i t r o p y r e n e w a s w e a k l y m u t a g e n i c w i t h o u t S 9 a n d
w i t h t h e a d d i t i o n o f S 9 , m u t a g e n i c i t y w a s i n c r e a s e d ( H e f l i c h
e t a l . , 1 9 9 0 ) . I n t h e C h i n e s e h a m s t e r V 7 9 c e l l H G P R T a s s a y ,
t h e m u t a g e n i c i t y o f 1 - n i t r o p y r e n e w a s i n c r e a s e d b y t h e
a d d i t i o n o f S 9 ( B e r r y e t a l . , 1 9 8 5 ) . I n n o r m a l h u m a n d i p l o i d
s k i n f i b r o b l a s t s a n d i n x e r o d e r m a p i g m e n t o s u m c e l l s , 1
- n i t r o ¬
p y r e n e w a s a l s o s h o w n t o b e m u t a g e n i c ( P a t t o n e t a l . , 1 9 8 6 ) .
1 - A m i n o p y r e n e , t h e r e d u c t i o n e n d p r o d u c t o f 1
- n i t r o p y r e n e
( M e s s i e r e t a l . , 1 9 8 1 ; N a c h t m a n a n d W e i , 1 9 8 2 ) , w a s s h o w n t o
b e l e s s m u t a g e n i c i n s t r a i n s T A 9 8 a n d T A 9 8 / 1 , S - D N P g , w i t h a n d
w i t h o u t S 9 , t h a n i t s p a r e n t c o m p o u n d ( B a l l e t a l . , 1 9 8 4 a ) .
S t r a i n s T A 9 8 a n d T A 9 8 / 1 , S - D N P g p r o d u c e d 3 9 - 1 0 7 r e v e r t a n t s /
n m o l e i n t h e s e s t r a i n s w i t h o u t m e t a b o l i c a c t i v a t i o n . W i t h t h e
a d d i t i o n o f S 9
,
a c t i v i t i e s o f 3 0 - 3 6 r e v / n m o l e w e r e r e p o r t e d
i n s t r a i n T A 9 8 a n d 4 r e v / n m o l e i n s t r a i n T A 9 8 / 1 , S - D N P g .
O x i d a t i v e m e t a b o l i s m w a s m o r e i m p o r t a n t i n t h e a c t i v a t i o n o f
t h i s c o m p o u n d i n s t r a i n T A 9 8 ; w h e r e a s , a n a e r o b i c m e t a b o l i s m
w a s t h e m o r e i m p o r t a n t p a t h w a y i n s t r a i n T A 9 8 / 1 , S - D N P g .
1 - A c e t a m i d o p y r e n e , p r o d u c e d b y t h e a c e t y l a t i o n o f
l - a m i n o p y r e n e ( B a l l e t a l . , 1 9 8 4 a ) a n d b y t h e b a c t e r i a l
m e t a b o l i s m o f 1 - n i t r o p y r e n e i n S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m s t r a i n
T A 9 8 ( M e s s i e r e t a l . , 1 9 8 1 ) , w a s s h o w n t o b e n o n m u t a g e n i c i n
s t r a i n s T A 9 8 a n d T A 9 8 / 1 , S - D N P g i n t h e a b s e n c e o f S 9
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( B a l l e t a l . , 1 9 8 4 a ) . I n t h e p r e s e n c e o f S 9 , B a l l e t a l .
( 1 9 8 4 a ) r e p o r t e d t h a t t h i s c o m p o u n d w a s a p o t e n t m u t a g e n i n
s t r a i n T A 9 8 p r o d u c i n g 3 6 2
- 4 6 6 r e v e r t a n t s / n m o l e a n d w a s t o x i c
i n s t r a i n T A 9 8 / 1 , S - D N P g . O x i d a t i v e p r o c e s s e s i n h e r e n t i n t h e
S 9 f r a c t i o n w e r e n e c e s s a r y f o r t h e m u t a g e n i c a c t i v a t i o n o f
1 - a c e t a m i d o p y r e n e .
l - A c e t a m i d o p y r e n e
- 4
,
5 - q u i n o n e , o b t a i n e d b y t h e o x i d a t i o n
o f 1 - a c e t a m i d o p y r e n e , a n d 4
- h y d r o x y
- 1 - n i t r o p y r e n e , a p r o d u c t
o f t h e o x i d a t i o n o f 1 - n i t r o p y r e n e , h a v e n o t b e e n t e s t e d
p r e v i o u s l y i n t h e A m e s S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m m u t a g e n i c i t y
a s s a y . N o m u t a g e n i c i t y d a t a w a s a v a i l a b l e f o r t h e s e
c o mp o u n d s .
T h e m i x t u r e o f 3 - , 6 - , a n d 8 - h y d r o x y
- 1 - n i t r o p y r e n e , a
p r o d u c t o f t h e o x i d a t i v e m e t a b o l i s m o f 1
- n i t r o p y r e n e ( D j u r i c
e t a l . , 1 9 8 6 a ; E l - B a y o u m y a n d H e c h t , 1 9 8 3 ; H o w a r d e t a l . ,
1 9 8 5 ) , w a s s h o w n t o b e m o d e r a t e l y m u t a g e n i c i n s t r a i n T A 9 8 a n d
a w e a k m u t a g e n i n s t r a i n T A 9 8 / 1 , 8 - D N P g , b o t h w i t h a n d w i t h o u t
S 9 ( B a l l e t a l . , 1 9 8 4 a ) . T h i s c h e m i c a l m i x t u r e p r o d u c e d
5 9 - 8 7 r e v e r t a n t s / n m o l e i n s t r a i n T A 9 8 , b o t h w i t h a n d w i t h o u t
S 9 . I n s t r a i n T A 9 8 / 1 , 8 - D N P 6 , a c t i v i t i e s o f 0 - 2 r e v / n m o l e
w e r e p r o d u c e d w i t h o u t S 9 a n d 5
- 7 r e v / n m o l e w i t h S 9 . F r o m
t h e s e d a t a , i t c a n b e c o n c l u d e d t h a t 3 - , 6 - , a n d 8 - h y d r o x y
-
1 - n i t r o p y r e n e s w e r e a c t i v a t e d t o m o r e m u t a g e n i c c o m p o u n d s b y
a c e t y l a t i o n t y p e r e a c t i o n s t h a n b y n i t r o r e d u c t i o n .
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I I . J . 2 . M u t a g e n i c i t y o f 3 - N i t r o f l u o r a n t h e n e
3 - N i t r o f l u o r a n t h e n e w a s s h o w n t o b e a d i r e c t a c t i n g ,
h i g h l y m u t a g e n i c c o m p o u n d i n S a l m o n e l l a t y p h i m u r i i u n s t r a i n s
T A 9 8 , p r o d u c i n g 2 4 2 0
- 8 5 0 0 r e v e r t a n t s / n m o l e , a n d T A 9 8 /
1
, 8
- D N P
6 , p r o d u c i n g 2 7 9
- 1 0 4 0 r e v / n m o l e ( B a l l e t a l . , 1 9 8 5 ;
B a l l e t a l . , 1 9 8 6 ; C o n s o l e e t a l . , 1 9 8 9 ; G r e i b r o k k e t a l . ,
1 9 8 5 ; S h a n e e t a l . , 1 9 9 1 ; V a n c e a n d L e v i n , 1 9 8 4 ; Z i e l i n s k a
e t a l .
,
1 9 8 8 ) a n d e x t r e m e l y m u t a g e n i c i n s t r a i n Y G 1 0 2 4 w i t h
5 4
,
4 0 0 r e v / n m o l e ( N a k a g a w a e t a l . , 1 9 8 7 ) . M u t a g e n i c p o t e n c y
w a s r e d u c e d i n s t r a i n s T A 9 8 ( 2 2 2 - 6 1 0 r e v / n m o l e ) a n d T A 9 8 /
1 , 8
- D N P
g ( 8 5
- 1 1 5 r e v / n m o l e ) w i t h t h e a d d i t i o n o f m e t a b o l i c
a c t i v a t i o n ( B a l l e t a l . , 1 9 8 6 ; S h a n e e t a l . , 1 9 9 1 ) . T h e s e
r e s u l t s p r e s e n t e d e v i d e n c e t h a t s h o w e d t h e m u t a g e n i c i t y f o r
3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e w a s e n h a n c e d b y a c e t y l a t i o n o f t h e
N - h y d r o x y l a m i n o
- P A H s .
I n a n o t h e r b a c t e r i a l a s s a y , t h e F o r w a r d M u t a t i o n A s s a y ,
3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e w a s m o d e r a t e l y a c t i v e a n d h i g h l y t o x i c i n
S a l m o n e l l a t y p h i m u r i i i m T M 6 7 7 w i t h o u t S 9 ( 3 7 - 6 8 % s u r v i v a l ) .
I n t h e p r e s e n c e o f S 9 , a c t i v i t y w a s m u c h e n h a n c e d a n d t o x i c i t y
w a s d e c r e a s e d (4 7 - 2 0 0 % s u r v i v a l ) ( B a l l e t a l . , 1 9 8 5 ) .
3 - N i t r o f l u o r a n t h e n e w a s a l s o s h o w n t o b e m u t a g e n i c i n a
m a m m a l i a n t e s t s y s t e m . I n t h e C h i n e s e h a m s t e r V 7 9 c e l l H G P R T
a s s a y , 3
- n i t r o f l u o r a n t h e n e w a s m u t a g e n i c b o t h w i t h a n d w i t h o u t
S 9 . W i t h t h e a d d i t i o n o f S l O O
,
m u t a g e n i c i t y w a s g r e a t l y
i n c r e a s e d (B e r r y e t a l . , 1 9 8 5 ) . I n t h i s s a m e s y s t e m .
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3 - a m i n o f l u o r a n t h e n e , w a s s h o w n t o b e m u t a g e n i c w i t h o u t S 9 w i t h
m u t a g e n i c i t y b e i n g i n c r e a s e d b y t h e a d d i t i o n o f S 9 .
3 - A m i n o f l u o r a n t h e n e , t h e r e d u c t i o n p r o d u c t o f 3
- n i t r o -
f l u o r a n t h e n e ( B a u e r a n d H o w a r d , 1 9 9 1 ; B e l i s a r i o e t a l . ,
1 9 9 0 ) , w a s s h o w n t o b e l e s s m u t a g e n i c i n T A 9 8 a n d T A 9 8 /
I
j
S - D N P
g
t h a n i t s p a r e n t c o m p o u n d ( B a l l e t a l . , 1 9 8 5 ; B a l l
e t a l . , 1 9 8 6 ) . B o t h w i t h a n d w i t h o u t S 9 , s t r a i n T A 9 8 p r o d u c e d
4 3 - 1 1 3 r e v e r t a n t s / n m o l e . S t r a i n T A 9 8 / 1 , S - D N P g p r o d u c e d
a p p r o x i m a t e l y 2 r e v / n m o l e w i t h o u t S 9 a n d 4 5 r e v / n m o l e w i t h S 9
( B a l l e t a l . , 1 9 8 5 ) . M u t a g e n i c i t y f o r 3 - a m i n o f l u o r a n t h e n e w a s
i n c r e a s e d b y t h e a d d i t i o n o f m e t a b o l i c a c t i v a t i o n i n t h e s e
s t r a i n s
,
e m p h a s i z i n g i t s d e p e n d e n c e o n o x i d a t i v e m e t a b o l i s m .
3 - A c e t a m i d o f l u o r a n t h e n e , p r o d u c e d b y t h e a c e t y l a t i o n o f
3 - a m i n o f l u o r a n t h e n e ( B a l l e t a l . , 1 9 8 6 ) , w a s r e p o r t e d t o b e
n o n m u t a g e n i c i n s t r a i n s T A 9 8 a n d T A 9 8 / 1 , 8 - D N P g i n t h e a b s e n c e
o f S 9 , a n d w a s d e p e n d e n t u p o n m e t a b o l i c a c t i v a t i o n f o r a
m u t a g e n i c r e s p o n s e i n t h e s e s t r a i n s ( B a l l e t a l . , 1 9 8 5 ;
B a l l e t a l .
,
1 9 8 6 ) . W i t h m e t a b o l i c a c t i v a t i o n , s t r a i n T A 9 8
p r o d u c e d 6 0
- 6 1 r e v e r t a n t s / n m o l e a n d s t r a i n T A 9 8 / 1 , S - D N P g
p r o d u c e d a p p r o x i m a t e l y 1 6 r e v / n m o l e .
A p r o d u c t o f t h e m i c r o s o m a l m e t a b o l i s m o f 3
- n i t r o -
f l u o r a n t h e n e
,
9 - h y d r o x y
- 3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e (H o w a r d e t a l . ,
1 9 8 8 ) , w a s s h o w n t o b e 5 - 1 0 f o l d l e s s m u t a g e n i c i n s t r a i n
T A 9 8 w i t h o u t S 9 t h a n i t s p a r e n t c o m p o u n d a n d d e m o n s t r a t e d a
l a r g e l o s s o f m u t a g e n i c i t y i n s t r a i n T A 9 8 / 1 , S - D N P g
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( C o n s o l o e t a l . , 1 9 8 9 ) . W i t h o u t S 9 , s t r a i n T A 9 8 p r o d u c e d
1 0 7 - 1 6 9 r e v e r t a n t s / n m o l e a n d s t r a i n T A 9 8 / 1 , B - D N P g p r o d u c e d
4 r e v / n m o l e . A c e t y l a t i o n w a s n e c e s s a r y f o r t h e m u t a g e n i c i t y
o f t h i s c o m p o u n d .
I I . J . 3 . M u t a g e n i c i t y o f 2 - N i t r o f l u o r a n t h e n e
U n t i l r e c e n t l y , n o t m u c h w a s k n o w n a b o u t t h e m u t a g e n i c i t y
o f 2 - n i t r o f l u o r a n t h e n e . 2 - N i t r o f l u o r a n t h e n e w a s a m u c h
s t r o n g e r d i r e c t a c t i n g m u t a g e n i n S a l m o n e l l a t y p h i m u r i i u n
s t r a i n T A 9 8 ( 1 0 1 0 - 1 0 5 0 r e v e r t a n t s / n m o l e ) t h a n i n s t r a i n
T A 9 8 / 1 , 8 - D N P 6 ( 1 7 1
- 1 8 9 r e v / n m o l e ) . T h e a d d i t i o n o f S 9
r e d u c e d m u t a g e n i c i t y i n b o t h s t r a i n s w i t h s t r a i n T A 9 8
p r o d u c i n g 7 2 5 - 7 9 1 r e v / n m o l e a n d s t r a i n T A 9 8 / 1 , B - D N P g
p r o d u c i n g l e s s t h a n 2 0 r e v / n m o l e ( Z i e l i n s k a e t a l . , 1 9 8 7 ;
Z i e l i n s k a e t a l . , 1 9 8 8 ) . F o r 2 - n i t r o f l u o r a n t h e n e ,
m u t a g e n i c i t y w a s d e p e n d e n t u p o n a c e t y l a t i o n .
2 - A m i n o f l u o r a n t h e n e , t h e r e d u c t i o n e n d p r o d u c t o f
2 - n i t r o f l u o r a n t h e n e ( Z i e l i n s k a e t a l . , 1 9 8 7 ) , a n d
2 - a c e t a m i d o f l u o r a n t h e n e
, p r o d u c e d b y t h e a c e t y l a t i o n o f
2 - a m i n o f l u o r a n t h e n e , h a v e n o t b e e n p r e v i o u s l y a n a l y z e d i n t h e
A m e s S a l m o n e l l a m u t a g e n i c i t y a s s a y . A l s o , n o m u t a g e n i c i t y
d a t a f o r 3 - h y d r o x y
- 2 - n i t r o f l u o r a n t h e n e
,
a p r o d u c t o f t h e
o x i d a t i v e m e t a b o l i s m o f 2 - n i t r o f l u o r a n t h e n e
,
h a v e b e e n
r e p o r t e d i n t h e l i t e r a t u r e .
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I I . K . A m e s S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m Mu t a g e n i c i t y A s s a y
T h e m o s t w i d e l y u s e d s h o r t t e r m t e s t ( S T T ) f o r g e n o
-
t o x i c i t y h a s b e e n t h e A m e s S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m m u t a g e n i c i t y
a s s a y ( T e n n a n t e t a l . , 1 9 8 7 ) . I n i t i a l v a l i d a t i o n o f t h i s
a s s a y , u s i n g k n o w n c a r c i n o g e n s , g a v e a h i g h c o r r e l a t i o n
b e t w e e n c a r c i n o g e n i c i t y a n d m u t a g e n i c i t y : 9 0 % o r m o r e o f t h e
c a r c i n o g e n s t e s t e d w e r e m u t a g e n i c i n t h e t e s t ( M c C a n n e t a l . ,
1 9 7 5 ; P u r c h a s e e t a l . , 1 9 7 6 ) . H o w e v e r , t h i s c o r r e l a t i o n
b e g a n d r o p p i n g o v e r t i m e , f i r s t t o 8 3 % ( A m e s a n d M c C a n n ,
1 9 8 1 ) a n d t h e n t o 6 2 % ( T e n n a n t e t a l . , 1 9 8 7 ) a s m o r e
c h e m i c a l s w e r e t e s t e d . H o w e v e r , t h e a s s a y w a s 1 0 0 % e f f i c i e n t
i n d e t e c t i n g n i t r o
- c o n t a i n i n g c a r c i n o g e n s a s m u t a g e n s
( Z e i g e r , 1 9 8 7 ) .
T h e A m e s S a l m o n e l l a t y p h i m u r i i om r e v e r s e m u t a t i o n a s s a y
h a s b e e n c o m m o n l y u s e d t o s c r e e n c h e m i c a l s f o r m u t a g e n i c i t y
( A m e s e t a l . , 1 9 7 5 ; C l a x t o n e t a l . , 1 9 8 2 ; M a r o n a n d A m e s ,
1 9 8 3 ) . F o r d e t e c t i n g m u t a g e n i c c o m p o u n d s , t h e A m e s a s s a y u s e d
a s e t o f h i s t i d i n e - r e q u i r i n g S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m b a c t e r i a l
s t r a i n s , e a c h p o s s e s s i n g a d i f f e r e n t k i n d o f m u t a t i o n i n t h e
h i s t i d i n e o p e r o n . T h i s m u t a t i o n e l i m i n a t e d t h e a b i l i t y o f t h e
b a c t e r i a l s t r a i n t o s y n t h e s i z e i t s o w n h i s t i d i n e , a n a m i n o
a c i d n e c e s s a r y f o r t h e g r o w t h o f t h e b a c t e r i a (M a r o n a n d A m e s ,
1 9 8 3 ) . O p t i m a l s e n s i t i v i t y w a s e x h i b i t e d b y S a l m o n e l l a
t y p h i m u r i xom s t r a i n s T A 1 5 3 8 a n d T A 9 8 , e a c h o f w h i c h h a v e f o u r
a l t e r n a t i n g g u a n i n e - c y t o s i n e ( G C ) b a s e p a i r s a t t h e i r
m u t a t i o n a l s i t e s . T h e s e t w o s t r a i n s r e s p o n d e d p r i m a r i l y t o
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c h e m i c a l s w h i c h f o r m c o v a l e n t D N A a d d u c t s i n d u c i n g f r a m e s h i f t
m u t a t i o n s a s a r e s u l t o f b a s e d i s p l a c e m e n t ( M c C a n n e t a l . ,
1 9 7 5 ; R o s e n k r a n z a n d M e r m e l s t e i n , 1 9 8 5 ) . S a l m o n e l l a
t y p h i m u r i i om s t r a i n T A 9 8 c a r r i e d a h i s D 3 0 5 2 m u t a t i o n i n i t s
h i s D g e n e t h a t c o d e s f o r t h e s t r u c t u r a l p r o t e i n h i s t i d i n o l
d e h y d r o g e n a s e . T h e h i s D 3 0 5 2 m u t a t i o n h a s t h e s e q u e n c e
- C G C G C G C G - , 8 r e p e t i t i v e - G C - r e s i d u e s n e a r t h e s i t e o f a
- 1 f r a m e s h i f t m u t a t i o n i n t h e h i s D g e n e ( B a r n e s a n d H u s s o n ,
p e r s o n a l c o m m u n i c a t i o n i n M a r o n a n d A m e s , 1 9 8 3 ; I s o n o a n d
Y o u r n o
,
1 9 7 4 ) . M u t a n t h i s D 3 0 5 2 w a s d e r i v e d f r o m a n a r a - 9
( n o a r a b i n o s e f e r m e n t a t i o n ) m u t a n t o f S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m
L T - 2 . A m i n u s C f r a m e s h i f t w a s i n d u c e d i n t h e h i s D g e n e b y
t h e m u t a g e n I C R 3 6 4
- O H ( O e s c h g e r a n d H a r t m a n n , 1 9 7 0 ) . A s a
r e s u l t , t h e r e a d i n g f r a m e o f t h e g e n e n e c e s s a r y f o r h i s t i d i n e
p r o d u c t i o n w a s s h i f t e d , e l i m i n a t i n g h i s t i d i n e s y n t h e s i s b y t h e
s t r a i n . S t r a i n T A 9 8 w a s d e s i g n e d t o d e t e c t f r a m e s h i f t
m u t a t i o n s b e c a u s e t h e r e p e t i t i v e - C G C G C G C G - s e q u e n c e n e a r t h e
s i t e o f t h e h i s t i d i n e m u t a t i o n w e r e r e v e r t e d p a r t i c u l a r l y w e l l
b y m a n y c a r c i n o g e n s ( A m e s e t a l . , 1 9 7 5 ) . F r a m e s h i f t m u t a t i o n s
c o u l d m o d i f y t h e s h i f t e d p a i r i n g t h a t o f t e n o c c u r s i n
r e p e t i t i v e s e q u e n c e s o r
" h o t s p o t s
" o f t h e D N A , r e s u l t i n g i n
a f r a m e s h i f t m u t a t i o n w h i c h r e s t o r e s t h e c o r r e c t r e a d i n g f r a m e
f o r h i s t i d i n e s y n t h e s i s ( B a r n e s a n d H u s s o n , p e r s o n a l
c o m m u n i c a t i o n i n M a r o n a n d A m e s , 1 9 8 3 ; I s o n o a n d Y o u r n o ,
1 9 7 4 ) . A s a r e s u l t , t h e b a c t e r i a r e v e r t e d t o t h e w i l d t y p e
a n d c o u l d g r o w a g a i n . D u r i n g t h e a s s a y , t h e t e s t e r s t r a i n s
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w e r e g r o w n i n m e d i u m c o n t a i n i n g w i t h j u s t e n o u g h h i s t i d i n e t o
p e r m i t s e v e r a l c e l l d i v i s i o n s . O n c e t h e h i s t i d i n e w a s
d e p l e t e d , t h e b a c t e r i a s t o p p e d g r o w i n g u n l e s s t h e y h a d
r e v e r t e d t o h i s + . T h e f r a m e s h i f t m u t a t i o n i n t h e h i s o p e r o n
o f S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m c o u l d b e r e v e r t e d b y b a s e
-
p a i r
s u b s t i t u t i o n o r a d d i t i o n / d e l e t i o n m u t a t i o n s (A m e s e t a l . ,
1 9 7 5 ) . O n c e r e v e r s i o n h a d o c c u r r e d a n d t h e r e a d i n g f r a m e w a s
r e s t o r e d , t h e b a c t e r i a c a n f o r m c o l o n i e s o n a m i n i m a l
h i s t i d i n e a g a r p l a t e , t h e n u m b e r o f w h i c h w a s p r o p o r t i o n a l t o
t h e m u t a g e n i c p o t e n c y o f t h e f r a m e s h i f t m u t a g e n . R e v e r s i o n s
a l s o o c c u r r e d s p o n t a n e o u s l y a t a r a t e t h a t w a s s p e c i f i c f o r
e a c h t e s t e r s t r a i n . A t e s t c h e m i c a l w a s c o n s i d e r e d m u t a g e n i c
i f i t i n c r e a s e d t h e s p o n t a n e o u s r e v e r s i o n f r e q u e n c y b y a
f a c t o r o f 2 o r g r e a t e r . T h e t e s t w a s u s u a l l y p e r f o r m e d w i t h
a n d w i t h o u t t h e a d d i t i o n o f a n S 9 f r a c t i o n i n o r d e r t o
d e t e r m i n e i f o x i d a t i v e m e t a b o l i s m w a s n e c e s s a r y f o r t h e
m u t a g e n i c i t y o f t h e c h e m i c a l . T h e a d d e d S 9 f r a c t i o n c o n t a i n e d
m a m m a l i a n m i x e d f u n c t i o n o x i d a s e s w h i c h r e q u i r e d t h e i n c l u s i o n
o f a N A D P H a n d g l u c o s e
- 6 - p h o s p h a t e e l e c t r o n g e n e r a t i n g
c o f a c t o r m i x ( A m e s e t a l . , 1 9 7 5 ; C l a x t o n e t a l . , 1 9 8 2 ; M a r o n
a n d A m e s
,
1 9 8 3 ) . A d o s e - r e s p o n s e r e l a t i o n s h i p c o u l d b e
d e t e r m i n e d b y u s i n g v a r i o u s d o s e s o f t h e c o m p o u n d . M u t a g e n i c
p o t e n c y c o u l d b e c a l c u l a t e d f r o m t h e s l o p e o f t h e l i n e a r
p o r t i o n o f t h a t d o s e
- r e s p o n s e c u r v e (A m e s e t a l . , 1 9 7 5 ;
C l a x t o n e t a l .
,
1 9 8 2 ; M a r o n a n d A m e s , 1 9 8 3 ) .
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A m e s a n d c o w o r k e r s ( 1 9 7 3 a , 1 9 7 5 ) i n t r o d u c e d a n u m b e r o f
a d d i t i o n a l m u t a t i o n s i n t o s e l e c t e d m e m b e r s o f t h e o r i g i n a l
t e s t e r s e t i n o r d e r t o i n c r e a s e t h e s e n s i t i v i t y o f t h e a s s a y .
T h e s e m u t a t i o n s i n c l u d e d :
( i ) r f a ( d e e p r o u g h ) m u t a t i o n : A d e l e t i o n o f t h e r f a g e n e
t h a t c a u s e d p a r t i a l l o s s o f t h e o u t e r m e m b r a n e l i p o p o l y
-
s a c c h a r i d e b a r r i e r t h a t c o a t e d t h e s u r f a c e o f t h e
b a c t e r i a l c e l l . T h i s d e f i c i e n c y i n c r e a s e d t h e p e r m e a ¬
b i l i t y o f t h e c e l l w a l l t o l a r g e r m o l e c u l e s t h a t d i d n o t
p e n e t r a t e t h e n o r m a l c e l l w a l l ( A m e s , 1 9 7 1 ; A m e s e t a l . ,
1 9 7 3 b ) .
( i i ) u v r B m u t a t i o n : A d e l e t i o n o f t h e u v r B g e n e t h a t c o d e d
f o r o n e s u b u n i t o f a n e n d o n u c l e a s e t h a t r e c o g n i z e d
l e s i o n s c a u s i n g m a j o r d i s t o r t i o n o f t h e D N A h e l i x .
W i t h o u t t h i s g e n e , a m a j o r b r a n c h o f S O S - i n d u c e d e x c i s i o n
r e p a i r c a n n o t f u n c t i o n . T h e d e l e t i o n a l s o e x t e n d e d
t h r o u g h t h e b i o g e n e a n d a s a c o n s e q u e n c e t h e s e b a c t e r i a
a l s o r e q u i r e d b i o t i n f o r g r o w t h . T h i s m u t a t i o n r e s u l t e d
i n g r e a t l y i n c r e a s e d s e n s i t i v i t y i n d e t e c t i n g m a n y
m u t a g e n s ( A m e s e t a l . , 1 9 7 3 b ) .
( i l l ) R - f a c t o r p l a s m i d : T h e a d d i t i o n o f t h e p l a s m i d P K M l O l
i n c r e a s e d c h e m i c a l a n d s p o n t a n e o u s m u t a g e n e s i s b y
e n h a n c i n g a n e r r o r - p r o n e D N A r e p a i r s y s t e m w h i c h i s
n o r m a l l y p r e s e n t i n t h e s e b a c t e r i a . P l a s m i d P K M l O l
c o n t a i n e d mu c A a n d m u c B g e n e s ( h o m o l o g u e s f o r t h e u m u D C
g e n e s i n E . c o l l t h a t c o d e d f o r S O S - m e d i a t e d e r r o r p r o n e
r e p a i r ) . A g e n e c o d i n g f o r a m p i c i l l i n r e s i s t a n c e w a s
a l s o p r e s e n t i n t h e p l a s m i d , a n d w a s u s e d i n d e t e r m i n i n g
t h e p r e s e n c e o f t h e p l a s m i d (C l a x t o n e t a l . , 1 9 8 2 ) .
M a i l i n g ( 1 9 7 1 ) d e v e l o p e d a n i n v i t r o m a m m a l i a n a c t i v a t i o n
s y s t e m ( S 9 ) , c o n s i s t i n g o f a p o s t m i t o c h o n d r i a l ( 9 0 0 0 x g )
s u p e r n a t a n t o f h o m o g e n i z e d m o u s e l i v e r . A m e s e t a l . ( 1 9 7 3 a )
a d a p t e d t h e i r o r i g i n a l p r o t o c o l t o i n c l u d e m e t a b o l i c
a c t i v a t i o n
, ( v i a a d d i t i o n o f S 9 f r o m t h e l i v e r s o f A r o c l o r -
i n d u c e d r a t s t o t h e a s s a y m i x ) , t h e r e b y e x t e n d i n g i t s
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u s e f u l n e s s b y e n a b l i n g t h e d e t e c t i o n o f i n d i r e c t
- a c t i n g
m u t a g e n s i n t h e S a l m o n e l l a a s s a y . A n i m a l s w e r e t r e a t e d w i t h
A r o c l o r 1 2 5 4 t o i n d u c e h e p a t i c m i x e d f u n c t i o n o x y g e n a s e s
( C l a x t o n e t a l . , 1 9 8 2 ) . A m a m m a l i a n m e t a b o l i c a c t i v a t i o n
s y s t e m w a s a d d e d t o t h e b a s i c S a l m o n e l l a a s s a y t o a l l o w f o r
s o m e m i x e d f u n c t i o n o x y g e n a s e m e t a b o l i t e s a s w e l l a s t h e a g e n t
i t s e l f t o b e t e s t e d f o r m u t a g e n i c i t y ( C l a x t o n e t a l . , 1 9 8 2 ) .
I n t h i s s t u d y , a l l c o m p o u n d s w e r e e v a l u a t e d f o r
m u t a g e n i c i t y i n t h r e e d i s t i n c t i v e S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m
t e s t e r s t r a i n s w i t h a n d w i t h o u t m e t a b o l i c a c t i v a t i o n . T h e s e
b a c t e r i a l s t r a i n s w e r e c h o s e n b e c a u s e o f t h e s p e c i f i c
m u t a t i o n s a n d e n z y m e s t h e y c o n t a i n e d . T h e s e l e c t i o n o f t h e s e
t h r e e s t r a i n s w a s d e s i g n e d t o r e v e a l m o r e i n f o r m a t i o n a b o u t
t h e m e t a b o l i c p a t h w a y s i n v o l v e d i n t h e m u t a g e n i c i t y o f
1 - n i t r o p y r e n e , 3
- n i t r o f l u o r a n t h e n e
,
2 - n i t r o f l u o r a n t h e n e a n d
t h e i r m e t a b o l i t e s .
S t r a i n T A 9 8 c o n t a i n s a f u l l c o m p l e m e n t o f b a c t e r i a l
n i t r o r e d u c t a s e s , p o s s e s s i n g b o t h t h e
" c l a s s i c a l " a n d
" n o n - c l a s s i c a l " n i t r o r e d u c t a s e e n z y m e s ( B r y a n t e t a l . , 1 9 8 4 ;
M c C o y e t a l . , 1 9 8 1 ; R o s e n k r a n z e t a l . , 1 9 8 0 ) , a n d a n a c e t y l -
C o A : N - h y d r o x y a r y l a m i n e 0
- a c e t y l t r a n s f e r a s e ( O A T ) e n z y m e ( S a i t o
e t a l . , 1 9 8 5 ) . T h e " c l a s s i c a l " n i t r o r e d u c t a s e s a r e
r e s p o n s i b l e f o r t h e m e t a b o l i s m o f m o s t n i t r o - P A H s i n c l u d i n g
n i t r o f u r a n s
,
n i t r o n a p h t h a l e n e s a n d n i t r o f l u o r e n e s ( M e r m e l s t e i n
e t a l . , 1 9 8 1 ; R o s e n k r a n z e t a l . , 1 9 8 0 ) . T h e " n o n - c l a s s i c a l "
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n i t r o r e d u c t a s e s p a r t i c i p a t e i n t h e b a c t e r i a l m e t a b o l i s m o f
o t h e r n i t r o - P A H s i n c l u d i n g d i n i t r o p y r e n e s a n d n i t r o a c r i d i n e s
( M c C o y e t a l . , 1 9 8 1 ) .
S t r a i n T A 9 8 / 1 , S - D N P g , a v a r i a n t o f s t r a i n T A 9 8 , p o s s e s s e s
t h e s a m e c o m p l e m e n t o f n i t r o r e d u c t a s e s a s s t r a i n T A 9 8 ( B r y a n t
e t a l . , 1 9 8 4 ) a n d w a s o r i g i n a l l y d e v e l o p e d f o r i t s r e s i s t a n c e
t o 1
,
8 - d i n i t r o p y r e n e ( M c C o y e t a l . , 1 9 8 1 ) . A t f i r s t i t w a s
t h o u g h t t o b e d e f i c i e n t i n t h e
"
c l a s s i c a l " n i t r o r e d u c t a s e
a c t i v i t y ( M c C o y e t a l . , 1 9 8 1 ) , b u t w a s l a t e r f o u n d t o b e
d e f i c i e n t i n a n a c e t y l
- C o A d e p e n d e n t a c e t y l t r a n s f e r a s e w h i c h
b l o c k e d t h e e s t e r i f i c a t i o n o f a r y l h y d r o x y l a m i n e s t o h y d r o x a m i c
a c i d e s t e r s ( B r y a n t e t a l . , 1 9 8 4 ; M c C o y e t a l . , 1 9 8 2 ; M c C o y
e t a l . , 1 9 8 3 ; O r r e t a l . , 1 9 8 5 ) . T h e d e f i c i e n t e s t e r i f i -
c a t i o n e n z y m e l a c k i n g i n T A 9 8 / 1 , 8 - D N P g w a s s h o w n t o b e t h e
s a m e O A T e n z y m e p r e s e n t i n T A 9 8 ( S a i t o e t a l . , 1 9 8 5 ) .
A d e r i v a t i v e o f T A 9 8
,
s t r a i n Y G 1 0 2 4 , p o s s e s s e s t h e s a m e
c o m p l e m e n t o f n i t r o r e d u c t a s e e n z y m e s a s s t r a i n T A 9 8 , b u t i s
e n h a n c e d w i t h a h i g h e r l e v e l o f a c e t y l
- C o A : N - h y d r o x y l a m i n e
0 - a c e t y l t r a n s f e r a s e a c t i v i t y . S t r a i n Y G 1 0 2 4 w a s s h o w n t o h a v e
a b o u t 1 0 0 t i m e s t h e O A T a c t i v i t y a s f o u n d i n s t r a i n T A 9 8 .
T h i s s t r a i n i s h i g h l y s e n s i t i v e t o t h e m u t a g e n i c a c t i o n s o f
N - h y d r o x y a r y l a m i n e s d e r i v e d f r o m a r o m a t i c a m i n e s a n d n i t r o -
a r e n e s ( J o s e p h y e t a l . , 1 9 8 9 ; W a t a n a b e e t a l . , 1 9 9 0 ;
W a t a n a b e e t a l .
,
1 9 9 3 ) .
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1 - N i t r o p y r e n e
D N A A d d u c t
1 - N i t r o s o p y r e n e
N— O H
N - H y d r o x y - 1 - a m i n o p y r e n e
1 - A m i n o p y r e n eN i t r e n l i m I o n
N - A c e t o x y p y r e n e
l - A c e t a m i d o p y r e n e
I I I . M A T E R I A L S A N D M E T H O D S
I I I . A . M a t e r i a l s
1 - N i t r o p y r e n e ( 1
- N P ) a n d a m i x t u r e o f 3 - , 6 - , a n d
8 - h y d r o x y
- 1 - n i t r o p y r e n e ( 3
-
, 6
- a n d 8 - O H - l - N P ) w e r e p u r c h a s e d
f r o m M i d w e s t R e s e a r c h I n s t i t u t e ( K a n s a s C i t y , M O ) .
1 - A m i n o p y r e n e ( 1 - A P ) w a s p u r c h a s e d f r o m S i g m a C h e m i c a l C o .
( S t . L o u i s , M O ) . 1 - A c e t a m i d o p y r e n e ( N A A P ) , o b t a i n e d b y t h e
a c e t y l a t i o n o f 1
- A P
,
w a s s y n t h e s i z e d a n d p u r i f i e d b y
D r . L o u i s e M . B a l l ( D e p a r t m e n t o f E n v i r o n m e n t a l S c i e n c e a n d
E n g i n e e r i n g , U N C
- C H ) . 4 - H y d r o x y - 1 - n i t r o p y r e n e ( 4 - O H - 1 - N P )
o b t a i n e d b y t h e o x i d a t i o n o f 1
- N P w i t h d i m e t h y l d i o x i r a n e
( D M D O ) a n d l - a c e t a m i d o p y r e n e - 4 , 5 - q u i n o n e (N A A P - 4 , 5 - Qu i n o n e )
o b t a i n e d b y t h e o x i d a t i o n o f N A A P w i t h D M D O w e r e s y n t h e s i z e d
a n d p u r i f i e d b y R a c h e l A u s t i n ( U n i v e r s i t y o f N o r t h C a r o l i n a a t
C h a p e l H i l l ) .
3 - N i t r o f l u o r a n t h e n e ( 3 - N F A ) a n d 9 - h y d r o x y - 3 - n i t r o -
f l u o r a n t h e n e ( 9 - O H - 3 - N F A ) w e r e p u r c h a s e d f r o m Ch e m s y n S c i e n c e
L a b o r a t o r i e s ( L e n e x a , K S ) . 3 - A m i n o f l u o r a n t h e n e ( 3 - A F A ) w a s
p u r c h a s e d f r o m A l d r i c h C h e m i c a l C o . , I n c . (M i l w a u k e e , W I ) a n d
r e c r y s t a l l i z e d f r o m a q u e o u s e t h a n o l . 3
- A c e t a m i d o f l u o r a n t h e n e
( 3 - N A A F A ) o b t a i n e d b y t h e a c e t y l a t i o n o f 3 - A F A w a s s y n t h e s i z e d
a n d p u r i f i e d b y D r . L o u i s e M . B a l l .
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2 - N i t r o f l u o r a n t h e n e ( 2 - N F A ) w a s s y n t h e s i z e d a n d p u r i f i e d
b y D r . L o u i s e M . B a l l f r o m 3
- A F A a c c o r d i n g t o a p u b l i s h e d
p r o c e d u r e b y K l o e t z e l e t a l . , ( 1 9 5 5 ) . 2
- A m i n o f l u o r a n t h e n e
( 2 - A F A ) p r o d u c e d b y t h e z i n c c a t a l y z e d r e d u c t i o n o f 2 - N F A ,
2 - a c e t a m i d o f l u o r a n t h e n e ( 2 - N A A F A ) p r o d u c e d b y t h e a c e t y l a t i o n
o f 2 - A F A , a n d 3
- h y d r o x y
- 2 - n i t r o f l u o r a n t h e n e ( 3 - O H - 2 - N F A )
o b t a i n e d a s a b y - p r o d u c t o f t h e s y n t h e s i s o f 2
- N F A w e r e a l l
s y n t h e s i z e d a n d p u r i f i e d b y D r . L o u i s e M . B a l l .
F o r t h e p r e p a r a t i o n o f t h e V B M E t e s t p l a t e s ( a s s a y
p l a t e s ) , m a s t e r p l a t e s , t o p a g a r t u b e s a n d g e n o t y p e t e s t
p l a t e s , a g a r
- a g a r w a s p u r c h a s e d f r o m U . S . B i o c h e m i c a l C o r p .
( C l e v e l a n d , O H ) , d e x t r o s e ( a n h y d r o u s ) f r o m E M S c i e n c e
(G i b b s t o w n , N J ) , a n d L - h i s t i d i n e a n d b i o t i n f r o m F i s h e r
S c i e n t i f i c , ( F a i r L a w n , N J ) . T h e V o g e l - B o n n e r m e d i u m E
( S O X ) , o r V B M E , i n c l u d e d i n t h e a g a r p r e p a r a t i o n s c o n s i s t e d o f
1 0 g / L m a g n e s i u m s u l f a t e ( M g S 0 4 * V H j O ) , 1 0 0 g / L c i t r i c a c i d
( m o n o h y d r a t e ) , 5 0 0 g / L p o t a s s i u m p h o s p h a t e d i b a s i c ( a n h y d r o u s )
( K 2 H P O 4 ) , a n d 1 7 5 g / L s o d i u m a m m o n i u m p h o s p h a t e ( N a ( N H 4 ) H P 0 4 *
4 H 2 O ) , p u r c h a s e d f r o m F i s h e r S c i e n t i f i c ( F a i r L a w n , N J ) a n d
J . T . B a k e r C h e m i c a l C o . ( P h i l l i p s b u r g , N J ) . A m p i c i l l i n
t r i h y d r a t e u s e d i n t h e p r e p a r a t i o n o f m a s t e r p l a t e s a n d
c r y s t a l v i o l e t u s e d i n t h e c o n f i r m a t i o n o f t h e b a c t e r i a l
s t r a i n g e n o t y p e s w e r e b o t h p u r c h a s e d f r o m A l d r i c h C h e m i c a l C o .
( M i l w a u k e e , W I ) .
F o r t h e A m e s m u t a g e n i c i t y a s s a y . S a l m o n e l l a t y p h i m u r i i i m
s t r a i n s T A 9 8 , T A 9 8 / 1 , S - D N P g , a n d Y G 1 0 2 4 w e r e o b t a i n e d f r o m t h e
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G e n e t i c B i o a s s a y B r a n c h a t t h e H e a l t h E f f e c t s R e s e a r c h
L a b o r a t o r y , U n i t e d S t a t e s E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y
( U S E P A , R e s e a r c h T r i a n g l e P a r k , N C ) . T h e o v e r n i g h t b a c t e r i a l
c u l t u r e s w e r e g r o w n i n O x o i d N u t r i e n t B r o t h # 2 ( 2 5 g / L ) ,
p u r c h a s e d f r o m O x o i d , L t d . ( B a s i n g s t o k e , H a n t s . , E n g l a n d ) .
T e t r a c y c l i n e h y d r a t e , r e q u i r e d f o r t h e o v e r n i g h t b a c t e r i a l
c u l t u r e s a n d m a s t e r p l a t e s f o r S . t y p h i m u r i i u n Y G 1 0 2 4 , w e r e
p u r c h a s e d f r o m A l d r i c h C h e m i c a l C o . , I n c . (M i l w a u k e e , W I ) .
F o r t h e p r e p a r a t i o n o f t h e S 9 m i x , N A D P ( 9 8 % ) a n d b e t a - D -
g l u c o s e
- 6 - p h o s p h a t e w e r e p u r c h a s e d f r o m B o e h r i n g e r
- M a n n h e i m
( W e s t G e r m a n y ) . T h e s a l t s u s e d f o r t h e M g C l a - K C l s o l u t i o n i n
t h e S 9 m i x c o n s i s t e d o f 8 1 . 3 2 g / L m a g n e s i u m c h l o r i d e ( M g C l j *
S H j O ) p u r c h a s e d f r o m J . T . B a k e r Ch e m i c a l C o . ( P h i l l i p s b u r g ,
N J ) a n d 1 2 3 . 0 2 g / L p o t a s s i u m c h l o r i d e ( K C l ) p u r c h a s e d f r o m
F i s h e r S c i e n t i f i c ( F a i r L a w n , N J ) . T h e 0 . 2 m o l a r p h o s p h a t e
b u f f e r e d s o l u t i o n w a s c o m p r i s e d o f 7 . 7 6 g / L p o t a s s i u m
p h o s p h a t e m o n o b a s i c ( K H 2 P O 4 ) a n d 2 0 . 3 0 g / L s o d i u m p h o s p h a t e
d i b a s i c ( a n h y d r o u s ) ( N a 2 H P 0 4 ) , b o t h p u r c h a s e d f r o m E M S c i e n c e
( G i b b s t o w n , N J ) . T h e P o s t - M i t o c h o n d r i a l S u p e r n a t a n t ( S 9 )
o b t a i n e d f r o m t h e l i v e r s o f A r o c l o r 1 2 5 4 - t r e a t e d m a l e S p r a g u e
D a w l e y r a t s , l o t # 0 4 0 8 a n d # 0 4 5 3 w i t h p r o t e i n c o n c e n t r a t i o n s
o f 4 3 . 8 a n d 4 2 ra g / m l , w a s p u r c h a s e d f r o m M o l e c u l a r T o x i c o l o g y ,
I n c . ( A n n a p o l i s , M D ) .
P o s i t i v e c o n t r o l s u s e d i n t h e A m e s a s s a y w e r e 2 - n i t r o -
f l u o r e n e ( 2 - N F ) a n d 2 - a n t h r a m i n e ( 2 - A N ) p u r c h a s e d f r o m
A l d r i c h C h e m i c a l C o . ( M i l w a u k e e , W I ) a n d S i g m a C h e m i c a l C o .
5 0
( S t . L o u i s , M O ) r e s p e c t i v e l y . T h e m o l e c u l a r b i o l o g y g r a d e
r e a g e n t d i m e t h y l s u l f o x i d e ( D M S O ) , u s e d a s t h e s o l v e n t f o r t h e
a s s a y c o m p o u n d s , t h e p o s i t i v e c o n t r o l s a n d f o r t h e s o l v e n t
c o n t r o l , w a s p u r c h a s e d f r o m F i s h e r S c i e n t i f i c ( F a i r L a w n , N J ) .
I I I . B . M e t h o d s
I I I . B . 1 . P r e p a r a t i o n o f M a s t e r P l a t e s
F r o z e n " p e r m a n e n t
" c u l t u r e s o f t h e S a l m o n e l l a t e s t e r
s t r a i n s w e r e s t o r e d a t - 8 0
° C i n a n R e v c o U L T r a - L o w T e m p e r a t u r e
u p r i g h t f r e e z e r . M o d e l U L T
- 1 3 8 6 ( R e v c o , A s h e v i l l e , N C ) .
M a s t e r p l a t e s ( a m p i c i l l i n p l a t e s ) w e r e p r e p a r e d f r o m t h e s e
f r o z e n p e r m a n e n t s a c c o r d i n g t o t h e m e t h o d s d e s c r i b e d b y M a r o n
a n d A m e s ( 1 9 8 3 ) . I n d i v i d u a l t e s t e r s t r a i n s w e r e r e m o v e d f r o m
t h e f r e e z e r a n d a s m a l l p o r t i o n o f t h e c u l t u r e w a s q u i c k l y
t r a n s f e r r e d w i t h a s t e r i l e l o o p i n t o a 2 0 m l f l a s k o f n u t r i e n t
b r o t h . T w o s e p a r a t e f l a s k s w e r e i n o c u l a t e d f o r e a c h o f t h e
b a c t e r i a l t e s t e r s t r a i n s . F o r t h e t e t r a c y c l i n e r e s i s t a n t
s t r a i n . S a l m o n e l l a t y p h i m u r i i o m Y G 1 0 2 4 , 1 5 . 6 3 u l o f a s t e r i l e
t e t r a c y c l i n e s o l u t i o n ( 8 m g t e t r a c y c l i n e / m l 0 . 0 2 N H C l ) w a s
a d d e d t o t h e n u t r i e n t b r o t h f l a s k s f o r a f i n a l c o n c e n t r a t i o n
o f 6 . 2 5 u g / m l . T h e n u t r i e n t b r o t h c u l t u r e s w e r e i n c u b a t e d
o v e r n i g h t f o r a p p r o x i m a t e l y 1 6 h o u r s a t 3 7
°
C a n d 1 2 0 r p m i n a
f o r c e d - a i r L A B - L I N E O r b i t E n v i r o n - S h a k e r , M o d e l 3 5 2 7 ( L A B - L I N E
I N S T R U M E N T S
,
I n c .
,
M e l r o s e P a r k
,
I L ) t o d e v e l o p a n a p p r o x i m a t e
d e n s i t y o f 1 - 2 x 1 0
^
c e l l s / m l . T h e b a c t e r i a l s t r a i n s w e r e
s t r e a k e d o n t o t h e m a s t e r p l a t e s a n d t h e p l a t e s w e r e i n c u b a t e d
5 1
f o r 4 8 h o u r s a t 3 7
°
C i n a d u a l c h a m b e r F o r m a S c i e n t i f i c W a t e r -
J a c k e t e d I n c u b a t o r , s t a c k e d M o d e l 3 3 2 6 ( F o r m a S c i e n t i f i c ,
I n c . , M a r i e t t a , O H ) . A f t e r t h e 4 8 h o u r i n c u b a t i o n p e r i o d , t h e
p l a t e s w e r e r e m o v e d f r o m t h e i n c u b a t o r , c h e c k e d f o r
c h a r a c t e r i s t i c g r o w t h a n d s t o r e d i n l o o s e l y s e a l e d p l a s t i c
b a g s i n a 4
° C r e f r i g e r a t o r . N e w m a s t e r p l a t e s w e r e p r e p a r e d
e v e r y 4 t o 6 w e e k s f r o m t h e f r o z e n p e r m a n e n t c u l t u r e s .
I I I . B . 2 . I n t e g r i t y o f t h e B a c t e r i a l S t r a i n s
T h e b a c t e r i a l s t r a i n s w e r e t e s t e d f o r t h e p r e s e n c e o f
s p e c i f i c g e n e t i c m a r k e r s . F o r t h i s p r o c e d u r e , h i s t i d i n e /
b i o t i n p l a t e s , b i o t i n p l a t e s a n d n u t r i e n t a g a r p l a t e s w e r e
p r e p a r e d a n d t e s t s w e r e p e r f o r m e d a c c o r d i n g t o t h e m e t h o d s
d e s c r i b e d b y M a r o n a n d A m e s ( 1 9 8 3 ) w i t h m o d i f i c a t i o n s b y
C l a x t o n e t a l .
, ( 1 9 8 2 ) . S a m p l e c o l o n i e s w e r e t a k e n f r o m
i n d i v i d u a l m a s t e r p l a t e s a n d u s e d t o i n o c u l a t e d u p l i c a t e s e t s
o f n u t r i e n t b r o t h f l a s k s . T e t r a c y c l i n e w a s a d d e d t o t h e
n u t r i e n t b r o t h f l a s k s c o n t a i n i n g t h e b a c t e r i a l t e s t e r s t r a i n
Y G 1 0 2 4 . T h e f l a s k s w e r e i n c u b a t e d f o r 1 6 h o u r s a t 3 7 ° C a n d
1 2 0 r p m . T h e s e b r o t h c u l t u r e s w e r e v e r i f i e d f o r t h e
a p p r o p r i a t e g e n o t y p i c t r a i t s o f h i s t i d i n e d e p e n d e n c e , r f a a n d
u v r B m u t a t i o n a n d t h e p r e s e n c e o f t h e R
- f a c t o r p l a s m i d
( C l a x t o n e t a l . , 1 9 8 2 ; M a r o n a n d A m e s , 1 9 8 3 ) . H i s t i d i n e
d e p e n d e n c e w a s v e r i f i e d b y s t r e a k i n g a l o o p f u l o f t h e
b a c t e r i a l c u l t u r e a c r o s s a h i s t i d i n e / b i o t i n p l a t e a n d a c r o s s
a c o n t r o l p l a t e ( c o n t a i n s b i o t i n / n o h i s t i d i n e ) , i n c u b a t i n g t h e
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p l a t e s o v e r n i g h t , a n d c h e c k i n g f o r t h e p r o p e r g r o w t h r e s p o n s e .
T h e h i s t i d i n e / b i o t i n p l a t e s h o u l d h a v e g r o w t h a n d t h e c o n t r o l
p l a t e s h o u l d n o t . T h e p r e s e n c e o f t h e R
- f a c t o r p l a s m i d , w h i c h
c o d e s f o r a m p i c i l l i n r e s i s t a n c e , w a s t e s t e d b y s t r e a k i n g a
l o o p f u l o f c u l t u r e o n t o a n a m p i c i l l i n p l a t e , i n c u b a t i n g t h e
p l a t e o v e r n i g h t , a n d c h e c k i n g f o r g r o w t h a l o n g t h e s t r e a k s .
S e n s i t i v i t y t o u l t r a v i o l e t l i g h t ( u v r B m u t a t i o n ) w a s v e r i f i e d
b y s t r e a k i n g a l o o p f u l o f c u l t u r e a c r o s s a n u t r i e n t a g a r
p l a t e , e x p o s i n g h a l f o f t h e p l a t e t o a n u l t r a
- v i o l e t l i g h t
s o u r c e ( 2 5 4 n m ) f o r 2 0 s e c o n d s , i n c u b a t i n g t h e p l a t e
o v e r n i g h t , a n d c h e c k i n g f o r t h e a b s e n c e o f g r o w t h o n t h e
e x p o s e d s i d e . T h e d e e p r o u g h c h a r a c t e r ( r f a m u t a t i o n ) o f t h e
s t r a i n w a s c h e c k e d b y s e e d i n g a n u t r i e n t a g a r p l a t e w i t h t h e
b a c t e r i a l c u l t u r e , a p p l y i n g a p a p e r d i s c i m p r e g n a t e d w i t h
c r y s t a l v i o l e t t o t h e s u r f a c e o f t h e a g a r , i n c u b a t i n g t h e
p l a t e o v e r n i g h t , a n d c h e c k i n g f o r t h e p r e s e n c e o f a z o n e o f
g r o w t h i n h i b i t i o n a r o u n d t h e p a p e r d i s c . T h e s e p r o c e d u r e s
w e r e r e p e a t e d f o r e a c h o f t h e t h r e e S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m
t e s t e r s t r a i n s . W h e n t h e d e s i r e d r e s p o n s e o f a b a c t e r i a l
t e s t e r s t r a i n f o r a s p e c i f i c g e n e t i c m a r k e r w a s n o t
d e m o n s t r a t e d , t h e m a s t e r p l a t e s w e r e r e j e c t e d .
T h e s p o n t a n e o u s r e v e r s i o n r a t e o f t h e b a c t e r i a l t e s t e r
s t r a i n s t o h i s t i d i n e i n d e p e n d e n c e a n d t h e i r r e s p o n s e s t o
p o s i t i v e c o n t r o l s w e r e t e s t e d f o r e a c h s e t o f m a s t e r p l a t e s .
T h i s p r o c e d u r e i s d e s c r i b e d i n m o r e d e t a i l i n t h e f o l l o w i n g
s e c t i o n . T h e p o s i t i v e c o n t r o l s ( d i a g n o s t i c m u t a g e n s ) a n d t h e
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a m o u n t s i n w h i c h t h e y w e r e a d d e d p e r p l a t e ( B a l l e t a l . ,
1 9 8 4 a ) f o r e a c h o f t h e b a c t e r i a l t e s t e r s t r a i n s i s a s f o l l o w s :
T A 9 8 a n d ¥ 6 1 0 2 4 : ( - 8 9 ) 3 . 0 u g 2 - n i t r o f l u o r e n e
( + S 9 ) 0 . 5 u g 2 - a n t h r a m i n e
T A 9 8 / 1 , 8 - D N P 6 : (
- S 9 ) 3 . 0 u g 2 - n i t r o f l u o r e n e
( + S 9 ) 3 . 0 u g 2 - a n t h r a m i n e
W h e n r e s p o n s e s f o r t h e s p o n t a n e o u s a n d p o s i t i v e c o n t r o l s w e r e
o u t s i d e t h e h i s t o r i c a l l y a c c e p t a b l e r a n g e f o r a n y b a c t e r i a l
s t r a i n , t h e m a s t e r p l a t e s w e r e r e j e c t e d . H i s t o r i c a l p o s i t i v e
c o n t r o l v a l u e s i n t h i s l a b o r a t o r y a r e a s f o l l o w s :
T A 9 8 : ( - S 9 ) 2 - N F 3 3 9 - 4 4 4 r e v / p l a t e
( + S 9 ) 2 - A N 4 0 3 - 6 8 8 r e v / p l a t e
T A 9 8 / l , 8 - D N P s : ( - S 9 ) 2 - N F 6 3 - 1 1 4 r e v / p l a t e
( + S 9 ) 2 - A N 3 7 5 - 5 1 0 r e v / p l a t e
Y G 1 0 2 4 : ( - S 9 ) 2 - N F 1 8 2 8 - 2 9 8 8 r e v / p l a t e
( + S 9 ) 2 - A N 5 6 4 - 1 9 1 8 r e v / p l a t e
I I I . B . 3 . A m e s S a l m o n e l l a M u t a g e n i c i t y A s s a y P r o c e d u r e
T h e m u t a g e n i c i t y o f t h e t e s t c o m p o u n d s w e r e e v a l u a t e d b y
t h e s t a n d a r d h i s t i d i n e - r e v e r s i o n p l a t e
- i n c o r p o r a t i o n m e t h o d a s
d e s c r i b e d b y M a r o n a n d A m e s ( 1 9 8 3 ) w i t h m o d i f i c a t i o n s b y
C l a x t o n e t a l . , ( 1 9 8 2 ) . T h e m u t a g e n i c i t y a s s a y w a s p e r f o r m e d
u s i n g t h e c o n s t r u c t e d S a l m o n e l l a t y p h i m u r i i om s t r a i n s T A 9 8 ,
T A 9 8 / 1 , 8 - D N P g a n d Y G 1 0 2 4 . A l l d o s e s o f t h e t e s t c o mp o u n d s
w e r e t e s t e d i n d u p l i c a t e a n d o n t h r e e s e p a r a t e o c c a s i o n s
g i v i n g a t o t a l n u m b e r o f 6 p l a t e s p e r d o s e f o r t h e
e x p e r i m e n t a l d a t a a n a l y s i s . B o t h p o s i t i v e a n d n e g a t i v e
c o n t r o l s w e r e i n c l u d e d i n e a c h a s s a y . T h e p o s i t i v e c o n t r o l s
c o n s i s t e d o f s t a n d a r d d i a g n o s t i c m u t a g e n s s p e c i f i c f o r e a c h
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t e s t e r s t r a i n . T h e n e g a t i v e c o n t r o l s w e r e r e q u i r e d t o
e s t a b l i s h t h e n u m b e r o f s p o n t a n e o u s r e v e r t a n t s . T h e p l a t e
i n c o r p o r a t i o n a s s a y i n v o l v e d c o m b i n i n g t h e t e s t c o m p o u n d , t h e
b a c t e r i a l t e s t e r s t r a i n a n d t h e S 9 m i x ( i f u s e d ) i n a t u b e o f
m o l t e n t o p a g a r , v o r t e x i n g t h e m i x t u r e a n d p o u r i n g t h e
c o n t e n t s o f t h e t u b e o n t o a V B M E t e s t p l a t e . T h e a s s a y p l a t e s
w e r e i n c u b a t e d a t 3 7
°
C f o r 7 2 h o u r s a n d t h e r e v e r t a n t c o l o n i e s
w e r e c o u n t e d f o r t e s t c o m p o u n d s a n d c o n t r o l s a l i k e . A l l t e s t
c o mp o u n d s w e r e e v a l u a t e d b o t h w i t h a n d w i t h o u t m e t a b o l i c
a c t i v a t i o n ( 3 9 ) .
I n o c u l a t i o n o f n u t r i e n t b r o t h f l a s k s , d i l u t i o n o f t e s t
c o m p o u n d s a n d c o n t r o l s , p r e p a r a t i o n o f t h e S 9 m i x , a n d t h e
A m e s m u t a g e n i c i t y a s s a y i t s e l f w e r e p e r f o r m e d i n a B i o c h e m GA R D
L a m i n a r F l o w B i o l o g i c a l S a f e t y C a b i n e t , M o d e l B C - 6 w i t h
A i r w a t c h ( T h e B a k e r C o m p a n y , I n c . , S a n f o r d , M E ) .
T h e V B M E t e s t p l a t e s ( a s s a y p l a t e s ) a n d t h e t o p a g a r
t u b e s w e r e p r e p a r e d a c c o r d i n g t o t h e m e t h o d s d e s c r i b e d b y
M a r o n a n d A m e s ( 1 9 8 3 ) i n c l u d i n g m o d i f i c a t i o n s b y C l a x t o n
e t a l . , ( 1 9 8 2 ) . O n t h e d a y b e f o r e t h e m u t a g e n i c i t y a s s a y w a s
t o b e p e r f o r m e d , d u p l i c a t e n u t r i e n t b r o t h f l a s k s ( 2 0 m l / f l a s k )
w e r e i n o c u l a t e d w i t h a s i n g l e i s o l a t e d c o l o n y f r o m t h e m a s t e r
p l a t e s f o r e a c h o f t h e f o l l o w i n g S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m t e s t e r
s t r a i n s : T A 9 8 , T A 9 8 / 1 , 8 - D N P 6 , Y G 1 0 2 4 . T e t r a c y c l i n e w a s a d d e d
t o t h e n u t r i e n t b r o t h f l a s k s c o n t a i n i n g t h e b a c t e r i a l t e s t e r
s t r a i n Y G 1 0 2 4 . T h e n u t r i e n t b r o t h c u l t u r e s w e r e i n c u b a t e d
o v e r n i g h t f o r 1 6 h o u r s a t 3 7
° C a n d 1 2 0 r p m i n o r d e r f o r t h e
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b a c t e r i a t o r e a c h t h e s t a t i o n a r y g r o w t h p h a s e . A l s o o n t h e
d a y b e f o r e t h e a s s a y , t h e V B M E t e s t p l a t e s w e r e p l a c e d i n t h e
i n c u b a t o r a l l o w i n g t h e m t o w a r m u p t o 3 7
°
C o v e r n i g h t a n d
g i v i n g g r o s s l y c o n t a m i n a t e d p l a t e s a n o p p o r t u n i t y t o e x h i b i t
g r o w t h .
O n t h e d a y t h e e x p e r i m e n t w a s p e r f o r m e d , t h e t o p a g a r
t u b e s w e r e m e l t e d b y a u t o c l a v i n g a n d k e p t a t 4 5
°
C i n a w a t e r
b a t h . A t t h e e n d o f t h e 1 6 h o u r i n c u b a t i o n p e r i o d , t h e
n u t r i e n t b r o t h c u l t u r e s w e r e r e f r i g e r a t e d a n d k e p t a t 4
° C
u n t i l t h e a s s a y w a s p e r f o r m e d . T e s t c o m p o u n d s w e r e e v a l u a t e d
i n a r a n g e o f c o n c e n t r a t i o n s ( 5 d o s e s ) t o d e t e r m i n e i f a s t e p ¬
w i s e i n c r e a s e i n t h e c o n c e n t r a t i o n o f a c o m p o u n d w o u l d e l i c i t
a l i n e a r r e s p o n s e i n m u t a g e n i c i t y i n e a c h o f t h e b a c t e r i a l
t e s t e r s t r a i n s . D o s e s w e r e c h o s e n t o f a l l i n t h e l i n e a r
r a n g e , a s f a r a s p o s s i b l e , f o r e a c h b a c t e r i a l s t r a i n , w i t h a n d
w i t h o u t S 9 . T h e p o s i t i v e c o n t r o l s a n d t h e a m o u n t s i n w h i c h
t h e y w e r e a d d e d p e r p l a t e f o r e a c h b a c t e r i a l s t r a i n h a s b e e n
d e s c r i b e d e a r l i e r . T h e t e s t c o m p o u n d s , t h e i r a c c o m p a n y i n g
s e r i a l d i l u t i o n s , a n d t h e p o s i t i v e c o n t r o l s , i n c l u d i n g t h e
d i l u t i o n o f 2 - a n t h r a m i n e , w e r e d i s s o l v e d i n d i m e t h y l s u l f o x i d e
( D M S O ) . T h e D M S O a l s o s e r v e d a s a s o l v e n t c o n t r o l .
T h e S 9 m i x w a s p r e p a r e d i m m e d i a t e l y b e f o r e u s e i n t h e
a s s a y a n d t o a n a p p r o x i m a t e c o n c e n t r a t i o n o f 0 . 3 m g S 9 / p l a t e
a c c o r d i n g t o M a r o n a n d A m e s ( 1 9 8 3 ) . C o f a c t o r s , i n t h e a m o u n t s
o f 9 2 . 4 m g o f N A D P a n d 4 2 . 3 m g o f b e t a
- D - g l u c o s e
- 6 - p h o s p h a t e ,
w e r e d i s s o l v e d i n 1 5 m l o f s t e r i l e 0 . 2 m o l a r p h o s p h a t e -
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b u f f e r e d s a l i n e s o l u t i o n ( p H 7 . 4 ) . T h i s s o l u t i o n w a s f i l t e r -
s t e r i l i z e d ( 0 . 2 2 m i c r o n f i l t e r ) i n t o a s t e r i l e f l a s k t h a t h a d
b e e n k e p t o n i c e . T o t h i s w a s a d d e d 6 0 0 u l o f a s t e r i l e
K C l / M g C l a s o l u t i o n , 1 . 2 m l o f S 9 , a n d 1 3 . 0 m l o f s t e r i l e
d i s t i l l e d w a t e r , g i v i n g a f i n a l 3 0 m l v o l u m e f o r t h e S 9 m i x .
T h e f l a s k r e m a i n e d c o v e r e d t h r o u g h o u t t h e e x p e r i m e n t a n d
u n u s e d p o r t i o n s o f S 9 m i x w e r e d i s c a r d e d .
S t e r i l i t y c h e c k s w e r e p e r f o r m e d i n d u p l i c a t e a t t h e
b e g i n n i n g a n d e n d o f t h e e x p e r i m e n t a l a s s a y . T h o s e p e r f o r m e d
a t t h e b e g i n n i n g o f t h e a s s a y w e r e u s e d t o c h e c k t h e s t e r i l i t y
o f t h e c h e m i c a l s o l u t i o n s , D M S O , S 9 m i x , t o p a g a r t u b e s a n d
t h e V B M E b o t t o m a g a r p l a t e s . T h e s t e r i l i t y c h e c k s p e r f o r m e d
a f t e r t h e a s s a y w e r e f o r t h e S 9 m i x a n d t h e D M S O .
T h e n e g a t i v e c o n t r o l w a s e v a l u a t e d i n e a c h o f t h e t h r e e
b a c t e r i a l t e s t e r s t r a i n s b y a d d i n g 1 0 0 u l o f a f r e s h o v e r n i g h t
c u l t u r e o f t h e b a c t e r i a l t e s t e r s t r a i n , 1 0 0 u l o f D M S O a n d
5 0 0 u l o f S 9 m i x ( i f u s e d ) t o 2 . 5 m l o f m o l t e n t o p a g a r . T h e
t o p a g a r m i x t u r e w a s v o r t e x e d f o r 3
- 5 s e c o n d s a t l o w s p e e d a n d
p o u r e d e v e n l y o n t o t h e s u r f a c e o f a V B M E a g a r p l a t e . T h e
m i x i n g , p o u r i n g a n d d i s t r i b u t i o n o f t h e m i x t u r e s h o u l d b e
p e r f o r m e d i n l e s s t h a n 2 0 s e c o n d s . T h e a g a r p l a t e s w e r e
a l l o w e d t o s o l i d i f y o n a l e v e l s u r f a c e f o r a p p r o x i m a t e l y 3 0
m i n u t e s . O n c e t h e t o p a g a r h a d h a r d e n e d , t h e p l a t e s w e r e
i n v e r t e d a n d i n c u b a t e d f o r 7 2 h o u r s a t 3 7
°
C i n a d a r k ,
v e n t i l a t e d i n c u b a t o r . T h e n e g a t i v e c o n t r o l , t e s t e d w i t h a n d
w i t h o u t m e t a b o l i c a c t i v a t i o n ( S 9 ) , s e r v e d a s a n i n d i c a t o r o f
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t h e s p o n t a n e o u s r e v e r s i o n r a t e a n d a s a z e r o d o s e i n t h e
m u t a g e n i c i t y a s s a y f o r e a c h b a c t e r i a l s t r a i n . T h e n e g a t i v e
c o n t r o l a l s o v e r i f i e d t h a t t h e s o l v e n t ( D M S O ) w a s n o t
c o n t r i b u t i n g a n y m u t a g e n i c i t y t o t h e a s s a y i t s e l f .
T h e p o s i t i v e c o n t r o l s w e r e e v a l u a t e d i n e a c h o f t h e t h r e e
b a c t e r i a l t e s t e r s t r a i n s b y a d d i n g 1 0 0 u l o f t h e o v e r n i g h t
b a c t e r i a l c u l t u r e , 1 0 0 u l o f t h e s e l e c t e d c o n c e n t r a t i o n o f t h e
c o n t r o l c h e m i c a l a n d 5 0 0 u l o f S 9 m i x ( i f u s e d ) t o 2 . 5 m l o f
m o l t e n t o p a g a r . T h e p o s i t i v e c o n t r o l s , t e s t e d w i t h a n d
w i t h o u t m e t a b o l i c a c t i v a t i o n ( S 9 ) , s e r v e d t o e v a l u a t e t h e
r e s p o n s i v e n e s s o f t h e e a c h b a c t e r i a l t e s t e r s t r a i n t o t h e
d i a g n o s t i c m u t a g e n s .
T h e m u t a g e n i c i t y o f t h e t e s t c o m p o u n d s w a s e v a l u a t e d i n
e a c h o f t h e t h r e e S a l m o n e l l a t y p h i m u r i v im t e s t e r s t r a i n s b y
a d d i n g 1 0 0 u l o f a f r e s h o v e r n i g h t c u l t u r e o f t h e b a c t e r i a l
t e s t e r s t r a i n
,
1 0 0 u l o f t h e t e s t c o m p o u n d ( f o r e a c h d i l u t i o n )
a n d 5 0 0 u l o f S 9 m i x ( i f u s e d ) t o 2 . 5 m l o f m o l t e n t o p a g a r .
E a c h o f t h e t e s t c o m p o u n d s w a s t e s t e d w i t h a n d w i t h o u t
m e t a b o l i c a c t i v a t i o n ( S 9 ) . E a c h c o m p o u n d w a s a s s a y e d u n t i l
c o n s i s t e n t , r e p l i c a t i v e r e s u l t s w e r e o b t a i n e d .
I I I . B . 4 . M a n a g e m e n t o f t h e E x p e r i m e n t a l D a t a
T h e s t a t i s t i c a l s p r e a d s h e e t p r o g r a m L o t u s 1 - 2 - 3 ( L o t u s
D e v e l o p m e n t C o r p . , C a m b r i d g e , MA ) w a s u s e d i n p e r f o r m i n g a l l
s t a t i s t i c a l a n a l y s e s r e q u i r e d f o r t h e e v a l u a t i o n o f t h e
e x p e r i m e n t a l d a t a . F o r e a c h e x p e r i m e n t , t h e n u m b e r o f
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r e v e r t a n t c o l o n i e s o n i n d i v i d u a l a s s a y p l a t e s w e r e c o u n t e d
t h r e e t i m e s u s i n g a n A r t e k C o l o n y C o u n t e r , M o d e l 8 8 0 (A r t e k
C o r p . , F a r m i n g d a l e , O H ) . F o r a c c u r a c y , p l a t e s g i v i n g f e w e r
t h a n 2 0 c o l o n i e s w e r e c o u n t e d b y h a n d . B a c t e r i a l c o u n t s o n
e a c h o f t h e d u p l i c a t e a s s a y p l a t e s ( n = 2 ) w e r e a v e r a g e d t o
p r o d u c e o n e n u m e r i c a l v a l u e f o r e a c h p l a t e a t t h e d o s e s
t e s t e d . A l l c o m p o u n d s w e r e t e s t e d o v e r a r a n g e o f 5 d o s e s .
F o r e a c h d o s e
,
t h e c o u n t s f r o m t h e d u p l i c a t e a s s a y p l a t e s i n
t h e t h r e e e x p e r i m e n t s ( n = 6 ) w e r e a v e r a g e d t o g e t h e r a n d a m e a n
a n d a s t a n d a r d d e v i a t i o n w e r e r e p o r t e d f o r t h e t e s t c o m p o u n d s .
A m e a n a n d s t a n d a r d d e v i a t i o n w e r e c a l c u l a t e d f o r a l l 5 d o s e s
o f t h e t e s t c o m p o u n d s i n e a c h o f t h e t h r e e b a c t e r i a l s t r a i n s ,
w i t h a n d w i t h o u t m e t a b o l i c a c t i v a t i o n ( S 9 ) . H a n d c a l c u l a t i o n s
w e r e p e r f o r m e d t o v e r i f y a l l c o m p u t e r g e n e r a t e d d a t a . T h e
s p o n t a n e o u s r e v e r s i o n r a t e s w e r e n o t s u b t r a c t e d f r o m t h e m e a n
v a l u e s . P l a t e s p r o d u c i n g c o u n t s t w i c e t h a t o f t h e s p o n t a n e o u s
r e v e r s i o n p l a t e s w e r e c o n s i d e r e d a s e v i d e n c e o f m u t a g e n i c i t y .
P l a t e s s h o w i n g n o s i g n s o f m u t a g e n i c i t y w e r e d e n o t e d a s b e i n g
b e l o w t h e l i m i t s o f d e t e c t i o n . A d o s e - r e s p o n s e c u r v e w a s
g e n e r a t e d f o r e a c h t e s t c o m p o u n d f r o m t h e r a n g e o f d o s e s t h a t
s h o w e d l i t t l e o r n o s i g n o f t o x i c i t y t o t h e m i c r o o r g a n i s m s .
A l i n e a r r e g r e s s i o n a n a l y s i s w a s p e r f o r m e d o n t h e d a t a f r o m
t h e l i n e a r p o r t i o n o f t h e d o s e
- r e s p o n s e c u r v e . M u t a g e n i c
p o t e n c y ( i . e . s p e c i f i c a c t i v i t y ) w a s c a l c u l a t e d f r o m t h e s l o p e
v a l u e s o b t a i n e d f r o m t h e l i n e a r r e g r e s s i o n a n a l y s i s . N o l e s s
t h a n f o u r d a t a p o i n t s w e r e u s e d i n d e t e r m i n i n g t h e s l o p e . F o r
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e a c h t e s t c o m p o u n d , t h e s p e c i f i c a c t i v i t y w a s r e p o r t e d a s
r e v e r t a n t s / n m o l e ( B a l l e t a l . , 1 9 8 4 a ) . D o s e - r e s p o n s e c u r v e s ,
l i n e a r r e g r e s s i o n a n a l y s e s a n d s p e c i f i c a c t i v i t i e s w e r e
d e t e r m i n e d f o r a l l t e s t c o m p o u n d s i n e a c h o f t h e t h r e e
S a l m o n e l l a t y p h i m u r i x i m t e s t e r s t r a i n s , w i t h a n d w i t h o u t
m e t a b o l i c a c t i v a t i o n ( S 9 ) .
I V . R E S U L T S
E a c h c o m p o u n d i s d e s c r i b e d s e p a r a t e l y . F o r e a c h
c o m p o u n d , a s u m m a r y o f t h e p l a t e c o u n t s i s p r e s e n t e d i n
T a b l e s l . A - 1 4 . A . R e p r e s e n t a t i v e d o s e
- r e s p o n s e c u r v e s f o r
S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m s t r a i n s T A 9 8 , T A 9 8 / 1 , S - D N P g a n d Y G 1 0 2 4
a r e d i s p l a y e d i n F i g u r e s 7 . A
- 2 0 . A , 7 . B - 2 0 . B a n d 7 . C - 2 0 . C
r e s p e c t i v e l y . S p e c i f i c a c t i v i t i e s c a l c u l a t e d f r o m t h e l i n e a r
p o r t i o n o f t h e d o s e
- r e s p o n s e c u r v e s a r e p r e s e n t e d i n
T a b l e s l . B - 1 4 . B . T h e f i n a l s u m m a r i e s o f t h e m u t a g e n i c i t y
r e s u l t s , g r o u p e d b y b a c t e r i a l t e s t e r s t r a i n , a r e p r e s e n t e d i n
T a b l e s 1 5 . A , 1 5 . B a n d 1 5 . C .
I V . A . S p o n t a n e o u s R e v e r s i o n R a t e s f o r S a l m o n e l l a
t y p h i m u r i u m T e s t e r S t r a i n s
T h e s p o n t a n e o u s r e v e r s i o n r a t e s f o r S a l m o n e l l a
t y p h i m u r i u m s t r a i n T A 9 8 i n t h e A m e s m u t a g e n i c i t y a s s a y
a v e r a g e d 3 1 r e v e r t a n t s / p l a t e i n t h e a b s e n c e o f S 9 a n d
3 9 r e v / p l a t e w i t h t h e a d d i t i o n o f S 9 . T h e s e r a t e s a r e i n
a g r e e m e n t w i t h t h o s e r e p o r t e d b y M a r o n a n d A m e s ( 1 9 8 3 ) a n d
B a l l e t a l . , ( 1 9 8 4 a ) . I n s t r a i n T A 9 8 / 1 , 8 - D N P g , t h e
s p o n t a n e o u s r e v e r s i o n r a t e s a v e r a g e d 2 2 r e v / p l a t e w i t h o u t
m e t a b o l i c a c t i v a t i o n a n d 2 6 r e v / p l a t e w i t h m e t a b o l i c
a c t i v a t i o n . S h a n e e t a l .
, ( 1 9 9 1 ) a n d B a l l e t a l . , ( 1 9 8 4 a )
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r e p o r t e d s i m i l a r r a t e s . S p o n t a n e o u s r e v e r s i o n r a t e s f o r
s t r a i n Y G 1 0 2 4 a v e r a g e d 4 0 r e v / p l a t e i n t h e a b s e n c e o f S 9 a n d
1 2 3 r e v / p l a t e i n t h e p r e s e n c e o f S 9 i n a c c o r d a n c e w i t h r a t e s
r e p o r t e d b y W a t a n a b e e t a l . , ( 1 9 9 0 , 1 9 9 3 ) . T h e r a t e s o f
s p o n t a n e o u s r e v e r s i o n o b s e r v e d i n s t r a i n Y G 1 0 2 4 w e r e m o r e
v a r i a b l e ( i . e . h a d b i g g e r s t a n d a r d d e v i a t i o n s ) t h a n i n t h e
o t h e r s t r a i n s . C l i m b i n g s p o n t a n e o u s r e v e r s i o n r a t e s a n d
d e c r e a s i n g p o s i t i v e c o n t r o l v a l u e s w e r e t h e s i g n a l f o r
s t a r t i n g n e w b a t c h e s o f s t r a i n Y G 1 0 2 4 .
I V . B . M u t a g e n i c i t y o f P o s i t i v e C o n t r o l s
T h e p o s i t i v e c o n t r o l , 2
- n i t r o f l u o r e n e a t a c o n c e n t r a t i o n
o f 3 u g / p l a t e , a v e r a g e d 3 8 3 r e v e r t a n t s / p l a t e i n S a l m o n e l l a
t y p h i m u r i u m s t r a i n T A 9 8 , 9 6 r e v / p l a t e i n T A 9 8 / 1 , B - D N P g a n d
2 4 9 4 r e v / p l a t e i n Y G 1 0 2 4 i n t h e a b s e n c e o f m e t a b o l i c
a c t i v a t i o n . W i t h m e t a b o l i c a c t i v a t i o n , t h e p o s i t i v e c o n t r o l ,
2 - a n t h r a m i n e a t a c o n c e n t r a t i o n o f 0 . 5 u g / p l a t e , a v e r a g e d
5 6 4 r e v / p l a t e i n T A 9 8 a n d 1 1 0 1 r e v / p l a t e i n Y G 1 0 2 4 a n d a t a
c o n c e n t r a t i o n o f 3 u g / p l a t e , a v e r a g e d 4 2 7 r e v / p l a t e i n
T A 9 8 / 1 , 8 - D N P g . T h e v a l u e s f o r b o t h 2 - n i t r o f l u o r e n e a n d
2 - a n t h r a m i n e o b t a i n e d i n t h e s e e x p e r i m e n t s f o r s t r a i n s T A 9 8
a n d T A 9 8 / 1 , 8 - D N P g a r e i n a g r e e m e n t w i t h t h o s e r e p o r t e d b y
B a l l e t a l .
, ( 1 9 8 4 a ) . T h e v a l u e s f o r 2 - n i t r o f l u o r e n e p r o d u c e d
i n s t r a i n Y G 1 0 2 4 w e r e l o w e r t h a n t h o s e r e p o r t e d b y W a t a n a b e
e t a l . , ( 1 9 9 3 ) . N o r e s u l t s h a v e b e e n r e p o r t e d f o r
2 - a n t h r a m i n e i n s t r a i n Y G 1 0 2 4 .
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I V . C . M u t a g e n i c i t y o f 1 - N i t r o p v r e n e a n d I t s M e t a b o l i t e s
I V . C . 1 . 1 - N i t r o p v r e n e
1 - N i t r o p y r e n e w a s a d i r e c t a c t i n g m u t a g e n i n a l l t h r e e
S a l m o n e l l a t e s t e r s t r a i n s a n d t h e a d d i t i o n o f e x o g e n o u s
m e t a b o l i c a c t i v a t i o n d e c r e a s e d i t s m u t a g e n i c i t y . I n s t r a i n
T A 9 8 , 1 - n i t r o p y r e n e p r o d u c e d s p e c i f i c a c t i v i t i e s o f
1 6 8 r e v e r t a n t s / n m o l e w i t h o u t m e t a b o l i c a c t i v a t i o n a n d
1 1 3 r e v / n m o l e w i t h a c t i v a t i o n . T h e s p e c i f i c a c t i v i t i e s f o r
s t r a i n T A 9 8 / 1 , B - D N P g w e r e 1 7 0 r e v / n m o l e w i t h o u t S 9 a n d
9 r e v / n m o l e w i t h m e t a b o l i c a c t i v a t i o n . I n s t r a i n Y G 1 0 2 4 ,
s p e c i f i c a c t i v i t i e s o f 1 2 3 3 r e v / n m o l e w e r e o b t a i n e d w i t h o u t S 9
a n d 4 8 4 r e v / n m o l e w i t h S 9 . 1 - N i t r o p y r e n e w a s m o r e m u t a g e n i c
i n s t r a i n T A 9 8 / 1 , 8 - D N P g i n t h e a b s e n c e o f S 9 t h a n t h e o t h e r
p y r e n e b a s e d c o m p o u n d s t e s t e d i n t h e s e e x p e r i m e n t s .
I V . C . 2 , 1 - A m i n o p v r e n e
M e t a b o l i c a c t i v a t i o n i n c r e a s e d t h e m u t a g e n i c i t y o f
1 - a m i n o p y r e n e i n s t r a i n s T A 9 8 a n d Y G 1 0 2 4 b u t d e c r e a s e d t h e
m u t a g e n i c i t y i n s t r a i n T A 9 8 / 1 , 8 - D N P g . 1 - A m i n o p y r e n e p r o d u c e d
s p e c i f i c a c t i v i t i e s o f 2 4 r e v e r t a n t s / n m o l e i n s t r a i n T A 9 8
w i t h o u t m e t a b o l i c a c t i v a t i o n a n d 2 9 r e v / n m o l e w i t h t h e
a d d i t i o n o f S 9 . S p e c i f i c a c t i v i t i e s p r o d u c e d i n s t r a i n
T A 9 8 / 1 , 8 - D N P g w e r e 1 0 r e v / n m o l e i n t h e a b s e n c e o f S 9 a n d o n l y
1 r e v / n m o l e w i t h t h e a d d i t i o n o f S 9 . S p e c i f i c a c t i v i t i e s o f
4 2 r e v / n m o l e w e r e p r o d u c e d i n s t r a i n Y G 1 0 2 4 w i t h o u t m e t a b o l i c
a c t i v a t i o n a n d 1 9 5 r e v / n m o l e w i t h a c t i v a t i o n .
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I V . C . 3 . 1 - A c e t a m i d o p y r e n e
1 - A c e t a m i d o p y r e n e w a s n o n m u t a g e n i c i n a l l t h r e e b a c t e r i a l
s t r a i n s w i t h o u t m e t a b o l i c a c t i v a t i o n a n d i n s t r a i n T A 9 8 /
1
,
8 - D N P 5 i n t h e p r e s e n c e o f a n e x o g e n o u s a c t i v a t i n g s y s t e m .
A c t i v a t i o n w a s r e q u i r e d f o r a m u t a g e n i c r e s p o n s e i n s t r a i n s
T A 9 8 a n d Y G 1 0 2 4 , p r o d u c i n g s p e c i f i c a c t i v i t i e s o f 1 8 1 a n d
8 2 7 r e v e r t a n t s / n m o l e r e s p e c t i v e l y , w i t h s t r a i n Y G 1 0 2 4
e x h i b i t i n g t h e h i g h e s t r e s p o n s e .
I V . C . 4 . l - A c e t a m i d o p v r e n e - 4 , 5 - Qu i n o n e
l - A c e t a m i d o p y r e n e
- 4
,
5 - q u i n o n e w a s t h e l e a s t a c t i v e
c o m p o u n d t e s t e d i n t h e s e e x p e r i m e n t s . I n s t r a i n T A 9 8 ,
s p e c i f i c a c t i v i t i e s o f o n l y 1 r e v e r t a n t s / n m o l e w e r e o b t a i n e d
w i t h o u t m e t a b o l i c a c t i v a t i o n a n d 3 r e v / n m o l e w i t h a c t i v a t i o n .
I t w a s t o x i c a t a d o s e o f 5 . 0 u g / p l a t e i n s t r a i n T A 9 8 w i t h S 9 .
W i t h o u t S 9 , l - a c e t a m i d o p y r e n e - 4 , 5 - q u i n o n e w a s n o n m u t a g e n i c i n
s t r a i n T A 9 8 / 1 , 8 - D N P g b u t p r o d u c e d a s p e c i f i c a c t i v i t y o f
2 r e v / n m o l e w i t h t h e a d d i t i o n o f S 9 . T h e s p e c i f i c a c t i v i t i e s
p r o d u c e d i n s t r a i n Y G 1 0 2 4 w e r e 1 r e v / n m o l e o b t a i n e d w i t h o u t
m e t a b o l i c a c t i v a t i o n a n d 1 0 r e v / n m o l e w i t h a c t i v a t i o n .
1 - A c e t a m i d o p y r e n e
- 4 , 5 - q u i n o n e w a s m o s t m u t a g e n i c i n s t r a i n
Y G 1 0 2 4 w i t h S 9 .
I V . C . 5 . 4 - H y d r o x y - 1 - N i t r o p y r e n e
4 - H y d r o x y
- 1 - n i t r o p y r e n e w a s m o r e m u t a g e n i c i n s t r a i n s




S - D N P g , w i t h S 9 , t h a n 1
- n i t r o p y r e n e a n d i t s r e l a t e d
m e t a b o l i t e s . I n s t r a i n T A 9 8 , 4 - h y d r o x y
- l - n i t r o p y r e n e p r o d u c e d
s p e c i f i c a c t i v i t i e s o f 1 7 6 r e v e r t a n t s / n m o l e w i t h o u t a c t i v a t i o n
a n d 4 6 7 r e v / n m o l e w i t h m e t a b o l i c a c t i v a t i o n . S p e c i f i c
a c t i v i t i e s i n s t r a i n T A 9 8 / 1 , 8 - D N P 5 w e r e 9 3 r e v / n m o l e i n t h e
a b s e n c e o f S 9 a n d 1 5 r e v / n m o l e w i t h t h e a d d i t i o n o f S 9 .
4 - H y d r o x y - 1 - n i t r o p y r e n e p r o d u c e d s p e c i f i c a c t i v i t i e s i n s t r a i n
Y G 1 0 2 4 o f 1 5 5 2 r e v / n m o l e w i t h o u t m e t a b o l i c a c t i v a t i o n a n d
1 4 5 2 r e v / n m o l e w i t h a c t i v a t i o n . M e t a b o l i c a c t i v a t i o n
i n c r e a s e d m u t a g e n i c i t y i n s t r a i n T A 9 8 , d e c r e a s e d m u t a g e n i c i t y
i n T A 9 8 / 1 , 8 - D N P 6 , a n d h a d n o e f f e c t o n m u t a g e n i c i t y i n s t r a i n
Y G 1 0 2 4 .
I V . C . 6 . 3 - . 6 - , a n d 8 - H y d r o x y - 1 - N i t r o p v r e n e ( M i x t u r e )
T h e m i x t u r e o f 3 - , 6 - , a n d 8 - h y d r o x y
- 1 - n i t r o p y r e n e
r e q u i r e d t h e a d d i t i o n o f e x o g e n o u s m e t a b o l i c a c t i v a t i o n f o r
h i g h e r e x p r e s s i o n o f i t s m u t a g e n i c i t y . I n s t r a i n T A 9 8 ,
s p e c i f i c a c t i v i t i e s o f 8 1 r e v e r t a n t s / n m o l e w e r e p r o d u c e d i n
t h e a b s e n c e o f S 9 a n d 2 5 5 r e v / n m o l e w i t h t h e a d d i t i o n o f S 9 .
T h e s p e c i f i c a c t i v i t i e s i n s t r a i n T A 9 8 / 1 , S - D N P g w e r e m u c h
r e d u c e d p r o d u c i n g 9 r e v / n m o l e w i t h o u t a c t i v a t i o n a n d
1 3 r e v / n m o l e w i t h m e t a b o l i c a c t i v a t i o n . I n s t r a i n Y G 1 0 2 4 ,
s p e c i f i c a c t i v i t i e s o f 2 3 6 r e v / n m o l e w e r e o b t a i n e d w i t h o u t S 9
a n d 7 4 1 r e v / n m o l e w i t h S 9 . T h e m i x t u r e o f 3 - , 6 - , a n d
8 - h y d r o x y
- 1 - n i t r o p y r e n e w a s l e a s t a c t i v e i n s t r a i n T A 9 8 /
1 , 8 - D N P 6 , b o t h w i t h a n d w i t h o u t S 9 , t h e n t h e o t h e r t w o s t r a i n s .
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I V . D . M u t a g e n i c i t y o f 3 - N i t r o £ l u o r a n t h e n e a n d I t s
M e t a b o l i t e s
I V . D . 1 . 3 - N i t r o f l u o r a n t h e n e
3 - N i t r o f l u o r a n t h e n e w a s a m o r e p o t e n t m u t a g e n i n t h e
S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m s t r a i n s T A 9 8 / 1 , S - D N P g a n d Y G 1 0 2 4 , i n
t h e a b s e n c e o f m e t a b o l i c a c t i v a t i o n , t h a n a n y o f t h e o t h e r
c o m p o u n d s t e s t e d i n t h e s e e x p e r i m e n t s . W i t h m e t a b o l i c
a c t i v a t i o n , i t w a s m o r e m u t a g e n i c i n s t r a i n Y G 1 0 2 4 t h a n i t s
r e l a t e d m e t a b o l i t e s . I n s t r a i n T A 9 8
,
s p e c i f i c a c t i v i t i e s o f
2 0 2 3 r e v e r t a n t s / n m o l e w e r e o b t a i n e d w i t h o u t m e t a b o l i c
a c t i v a t i o n a n d 3 3 0 r e v / n m o l e w i t h a c t i v a t i o n . T h e s p e c i f i c
a c t i v i t i e s i n T A 9 8 / 1 , S - D N P g w e r e 2 3 7 r e v / n m o l e w i t h o u t S 9 a n d
1 1 r e v / n m o l e w i t h S 9 . 3 - N i t r o f l u o r a n t h e n e w a s h i g h l y
m u t a g e n i c i n s t r a i n Y G 1 0 2 4 p r o d u c i n g s p e c i f i c a c t i v i t i e s o f
4 6 9 7 1 r e v / n m o l e i n t h e a b s e n c e o f a c t i v a t i o n a n d
2 3 9 2 r e v / n m o l e w i t h m e t a b o l i c a c t i v a t i o n . D i r e c t a c t i n g
mu t a g e n i c i t y w a s h i g h e r t h a n t h a t o b s e r v e d w i t h t h e a d d i t i o n
o f S 9 . T h e a d d i t i o n o f S 9 d e c r e a s e d m u t a g e n i c i t y i n a l l t h r e e
s t r a i n s .
I V . D . 2 . 3 - A m i n o f l u o r a n t h e n e
3 - A m i n o f l u o r a n t h e n e w a s m o r e m u t a g e n i c i n s t r a i n
T A 9 8 / 1 , B - D N P g i n t h e p r e s e n c e o f m e t a b o l i c a c t i v a t i o n t h a n
3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e a n d i t s r e l a t e d m e t a b o l i t e s . I n s t r a i n
T A 9 8
,
i t p r o d u c e d s p e c i f i c a c t i v i t i e s o f 3 r e v e r t a n t s / n m o l e i n
t h e a b s e n c e o f S 9 a n d 1 3 6 r e v / n m o l e w i t h t h e a d d i t i o n o f S 9 .
6 6
3 - A m i n o f l u o r a n t h e n e w a s n o n m u t a g e n i c i n s t r a i n T A 9 8 / 1 , S - D N P g
i n t h e a b s e n c e o f S 9 a n d p r o d u c e d a s p e c i f i c a c t i v i t y o f
2 4 r e v / n m o l e w i t h t h e a d d i t i o n o f S 9 . S p e c i f i c a c t i v i t i e s
p r o d u c e d i n s t r a i n Y G 1 0 2 4 w e r e 6 8 r e v / n m o l e o b t a i n e d w i t h o u t
m e t a b o l i c a c t i v a t i o n a n d 1 6 9 3 r e v / n m o l e w i t h a c t i v a t i o n . F o r
3 - a m i n o f l u o r a n t h e n e , m e t a b o l i c a c t i v a t i o n a f f e c t e d a h i g h e r
m u t a g e n i c r e s p o n s e i n t h e t h r e e s t r a i n s t h a n t h a t p r o d u c e d
w i t h o u t S 9 . S t r a i n Y G 1 0 2 4 w a s t h e m o s t a c t i v e b a c t e r i a l
s t r a i n .
I V . D . 3 . 3 - A c e t a m i d o f l u o r a n t h e n e
3 - A c e t a m i d o f l u o r a n t h e n e w a s t h e l e a s t m u t a g e n i c o f t h e
3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e r e l a t e d c o m p o u n d s t e s t e d i n t h e t h r e e
S a l m o n e l l a t e s t e r s t r a i n s . I n s t r a i n T A 9 8
,
3 - a c e t a m i d o -
f l u o r a n t h e n e w a s n o n m u t a g e n i c w i t h o u t m e t a b o l i c a c t i v a t i o n a n d
p r o d u c e d a s p e c i f i c a c t i v i t y o f 4 5 r e v e r t a n t s / n m o l e w i t h
m e t a b o l i c a c t i v a t i o n . I n t h e a b s e n c e o f S 9 , 3 - a c e t a m i d o -
f l u o r a n t h e n e w a s n o n m u t a g e n i c i n s t r a i n T A 9 8 / 1 , S - D N P g a n d
p r o d u c e d a s p e c i f i c a c t i v i t y o f 1 0 r e v / n m o l e w i t h t h e a d d i t i o n
o f S 9 . S p e c i f i c a c t i v i t i e s o f 1 r e v / n m o l e w e r e o b t a i n e d i n
t h e a b s e n c e o f m e t a b o l i c a c t i v a t i o n a n d 4 9 0 r e v / n m o l e w i t h
a c t i v a t i o n i n s t r a i n Y G 1 0 2 4 . W i t h o u t m e t a b o l i c a c t i v a t i o n ,
3 - a c e t a m i d o f l u o r a n t h e n e w a s n o n m u t a g e n i c i n s t r a i n s T A 9 8 a n d
T A 9 8 / 1 , S - D N P g a n d a w e a k m u t a g e n i n s t r a i n Y G 1 0 2 4 . M e t a b o l i c
a c t i v a t i o n i n c r e a s e d m u t a g e n i c i t y i n a l l t h r e e s t r a i n s w i t h
Y G 1 0 2 4 b e i n g m o s t a c t i v e .
6 7
I V . D . 4 . 9 - H v d r o x v
- 3 - N i t r o f l u o r a n t h e n e
9 - H y d r o x y
- 3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e w a s m o r e m u t a g e n i c i n
S a l m o n e l l a s t r a i n T A 9 8 i n t h e a b s e n c e o f S 9 t h a n a n y o f t h e
o t h e r c o m p o u n d s t e s t e d i n t h e s e e x p e r i m e n t s . W i t h m e t a b o l i c
a c t i v a t i o n , i t w a s m o r e m u t a g e n i c i n s t r a i n T A 9 8 t h a n
3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e a n d i t s r e l a t e d m e t a b o l i t e s . I n s t r a i n
T A 9 8
,
s p e c i f i c a c t i v i t i e s o f 2 7 6 6 r e v e r t a n t s / n m o l e w e r e
o b t a i n e d w i t h o u t m e t a b o l i c a c t i v a t i o n a n d 4 5 9 r e v / n m o l e w i t h
a c t i v a t i o n . S p e c i f i c a c t i v i t i e s o f 1 8 1 r e v / n m o l e w e r e
p r o d u c e d i n s t r a i n T A 9 8 / 1 , 8 - D N P g i n t h e a b s e n c e o f S 9 a n d
7 r e v / n m o l e w i t h t h e a d d i t i o n o f S 9 . S p e c i f i c a c t i v i t i e s o f
1 7 0 4 6 r e v / n m o l e i n t h e a b s e n c e o f m e t a b o l i c a c t i v a t i o n a n d
1 2 3 3 r e v / n m o l e w i t h a c t i v a t i o n w e r e p r o d u c e d i n s t r a i n Y G 1 0 2 4 .
T h e m u t a g e n i c p o t e n c y o f 9
- h y d r o x y
- 3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e w a s
h i g h e s t i n t h e a b s e n c e o f S 9 a n d d e c r e a s e d w i t h i t s a d d i t i o n .
I V . E . M u t a g e n i c i t y o f 2 - N i t r o f l u o r a n t h e n e a n d I t s
M e t a b o l i t e s
I V . E . 1 . 2 - N i t r o f l u o r a n t h e n e
I n s t r a i n T A 9 8 , 2 - n i t r o f l u o r a n t h e n e p r o d u c e d s p e c i f i c
a c t i v i t i e s o f 1 6 3 r e v e r t a n t s / n m o l e w i t h o u t m e t a b o l i c
a c t i v a t i o n a n d 1 2 5 r e v / n m o l e w i t h a c t i v a t i o n . T h e s p e c i f i c
a c t i v i t i e s p r o d u c e d i n s t r a i n T A 9 8 / 1 , 8 - D N P 6 w e r e 1 9 r e v / n m o l e
w i t h o u t S 9 a n d 5 r e v / n m o l e w i t h S 9 . I n s t r a i n Y G 1 0 2 4 ,
s p e c i f i c a c t i v i t i e s o f 2 9 9 9 r e v / n m o l e w e r e o b t a i n e d w i t h o u t
m e t a b o l i c a c t i v a t i o n a n d 8 8 8 r e v / n m o l e w i t h a c t i v a t i o n .
6 8
2 - N i t r o f l u o r a n t h e n e w a s a d i r e c t a c t i n g m u t a g e n w i t h s t r a i n
Y G 1 0 2 4 b e i n g m o s t a c t i v e . T h e a d d i t i o n o f e x o g e n o u s m e t a b o l i c
a c t i v a t i o n d e c r e a s e d i t s m u t a g e n i c i t y i n a l l t h r e e s t r a i n s .
I V . E . 2 . 2 - A m i n o f l u o r a n t h e n e
W i t h m e t a b o l i c a c t i v a t i o n , 2 - a m i n o f l u o r a n t h e n e w a s a m o r e
p o t e n t m u t a g e n i n t h e t h r e e S a l m o n e l l a t e s t e r s t r a i n s t h a n t h e
o t h e r c o m p o u n d s t e s t e d i n t h e s e e x p e r i m e n t s . I n s t r a i n T A 9 8 ,
s p e c i f i c a c t i v i t i e s o f 2 r e v e r t a n t s / n m o l e w e r e o b t a i n e d i n t h e
a b s e n c e o f S 9 a n d 9 9 8 r e v / n m o l e w i t h S 9 . 2 - A m i n o f l u o r a n t h e n e
w a s f o u n d t o b e n o n m u t a g e n i c i n s t r a i n T A 9 8 / 1 , 8 - D N P s w i t h o u t
m e t a b o l i c a c t i v a t i o n a n d p r o d u c e d a s p e c i f i c a c t i v i t y o f
8 6 r e v / n m o l e w i t h a c t i v a t i o n . S p e c i f i c a c t i v i t i e s o f
1 3 r e v / n m o l e w e r e p r o d u c e d i n s t r a i n Y G 1 0 2 4 w i t h o u t S 9 a n d
7 4 8 9 r e v / n m o l e i n t h e p r e s e n c e o f S 9 . 2 - A m i n o f l u o r a n t h e n e w a s
n o n m u t a g e n i c i n s t r a i n T A 9 8 / 1 , 8 - D N P 5 a n d a w e a k m u t a g e n i n
s t r a i n s T A 9 8 a n d Y G 1 0 2 4 i n t h e a b s e n c e o f S 9 . M e t a b o l i c
a c t i v a t i o n i n c r e a s e d i t s m u t a g e n i c i t y s u b s t a n t i a l l y w i t h
s t r a i n Y G 1 0 2 4 b e i n g m o s t a c t i v e .
I V . E . 3 . 2 - A c e t a m i d o f l u o r a n t h e n e
W i t h o u t m e t a b o l i c a c t i v a t i o n
,
2 - a c e t a m i d o f l u o r a n t h e n e w a s
m o r e m u t a g e n i c i n t h e t h r e e S a l m o n e l l a t e s t e r s t r a i n s t h a n
2 - n i t r o f l u o r a n t h e n e a n d i t s r e l a t e d m e t a b o l i t e s . I n s t r a i n
T A 9 8 , 1 - a c e t a m i d o f l u o r a n t h e n e p r o d u c e d s p e c i f i c a c t i v i t i e s o f
6 7 3 r e v e r t a n t s / n m o l e i n t h e a b s e n c e o f S 9 a n d 2 3 9 r e v / n m o l e
6 9
w i t h t h e a d d i t i o n o f S 9 . F o r s t r a i n T A 9 8 / 1 , S - D N P g , s p e c i f i c
a c t i v i t i e s o f 1 3 1 r e v / n m o l e w e r e o b t a i n e d i n t h e a b s e n c e o f
S 9 a n d 2 3 r e v / n m o l e i n t h e p r e s e n c e o f S 9 . T h e s p e c i f i c
a c t i v i t i e s p r o d u c e d i n s t r a i n Y G 1 0 2 4 w e r e 6 4 0 8 r e v / n m o l e
w i t h o u t m e t a b o l i c a c t i v a t i o n a n d 9 7 4 r e v / n m o l e w i t h
a c t i v a t i o n . 2 - A c e t a m i d o f l u o r a n t h e n e w a s a d i r e c t a c t i n g
m u t a g e n a n d t h e a d d i t i o n o f e x o g e n o u s m e t a b o l i c a c t i v a t i o n
d e c r e a s e d i t s m u t a g e n i c i t y .
E . 4 . 3 - H y d r o x y - 2 - N i t r o f l u o r a n t h e n e
3 - H y d r o x y
- 2 - n i t r o f l u o r a n t h e n e w a s a d i r e c t a c t i n g m u t a g e n
i n a l l t h r e e S a l m o n e l l a t e s t e r s t r a i n s a n d t h e a d d i t i o n o f
m e t a b o l i c a c t i v a t i o n d e c r e a s e d i t s m u t a g e n i c i t y . T h e s p e c i f i c
a c t i v i t i e s o f 3 - h y d r o x y
- 2 - n i t r o f l u o r a n t h e n e i n s t r a i n T A 9 8 w a s
2 0 r e v e r t a n t s / n m o l e i n t h e a b s e n c e o f S 9 a n d 9 r e v / n m o l e w i t h
t h e a d d i t i o n o f S 9 . F o r s t r a i n T A 9 8 / 1 , 8 - D N P g , s p e c i f i c
a c t i v i t i e s o f 4 r e v / n m o l e w e r e o b t a i n e d w i t h o u t m e t a b o l i c
a c t i v a t i o n a n d o n l y 1 r e v / n m o l e w i t h t h e a d d i t i o n o f S 9 . I n
s t r a i n Y G 1 0 2 4 , 3 - h y d r o x y
- 2 - n i t r o f l u o r a n t h e n e p r o d u c e d
9 7 r e v / n m o l e w i t h o u t S 9 a n d 4 6 r e v / n m o l e w i t h a c t i v a t i o n .
7 0
T A B L E l . A : M u t a g e n i c i t y S u m ma ar y f o r 1
- N i t r o p y r e n e
TEST COMPOUND : 1 - NI T RQPYRENE
BACTERI AL PRESENCE
TESTER QF
STRA I N (S9 )
DOSE
(u g / p l a t s )
HUTABENI CI TY
( r e v e r t a n t s /
p l a t e )
ST ANDARD
DEV I AT I ON



































































































Y8102 4 NO 0 . 000
0 . 010
0 . 050
0 . 07 5
0 . 100













































1—N i t r o p y r e n e
7 1
D O SA G E (u g / p l a t e )













P 6 D O S E R ES P O N S E CU RV E
1— N it r o p y r e n e
N o v . 1 7
,
1 9 9 2
D OS AG E ( u g/ p l o t e )
O (- S 9 ) + (+ S 9 )
F I GU R E 7
7 2
7 . C : Y G 1 0 2 4 DO S E R E S P O N S E C U RV E N o v . 1 7 , 19 9 2












DO S AG E (u g / p l a t e )
D ( - S 9 ) + ( + S 9 )




T A 9 8
T A 9 8 / l , 8 - D N P s
Y G 1 0 2 4
7 3
T A B L E l . B : Sp e c i f i c A c t i v i t y S u
mma r y
f o r 1 - N i t r o p y r e n e
TEST COMPOUND! l - Ni t r o py r e n s
BACTERIAL PRESENCE
T ESTER OF
STRA I N ( S9 1
SL OPE SUHHARY
(Re v e r t a n t s / u g )
HEAN STANDARD
DEV I AT I ON
SPECI F I C ACT I VI TY
(Rev e r t a n t s / n a o l e )
«EAN STANDARD L I MI TS OF
DEV I AT I ON L I NEARI TY




































2 . 00 t
2 . 00 t
2 . 00 t
2 . 00 I
0 . 20 t
0 . 20 t
I T o p d o s e t e s t e d
7 4
T A B L E 2 . A : M u t a g e n i c i t y S Tj m m a r y f o r 1
- A m i n o p y r e n e
TEST COaPQUND ! l - fl MI NOPYRESE
BACTERIAL PRESENCE
TESTER OF
STRA I N (S9 )
D0SA6E
( u g/ p l a t e ]
MUTAGENI CI TY
( r s v e r t a n t s /
p l a t e
STANDARD
DEV I AT ION
TA98 NO 0 . 00
0 . 10
















TA9a YES 0 . 00
0 . 10


































P6 YES 0 . 00
0 . 10






















Y8102 4 NO 0 . 00
0 . 10



















































5 0 0 -
4 0 0 -
3 0 0 -
2 0 0
1 0 0 -
1 —A m i n o p y r e n e
7 5
D O SA G E (u g / p lo te )
D ( - S 9 ) + ( + 5 9 )








1 —A m i n o py r e n e
DOSAG E (u g/ p l a t e )
D ( - S 9 ) + (+ S 9 ) F I G U R E 8
7 6










1 —A m i n o p y r e n e
D O SA G E ( u g/ p l Q t e )
D ( - S 9 ) + (+ S 9 )




T A 9 8
T A 9 8 / l , 8 - D N P s
Y G 1 0 2 4
7 7
T A B L E 2 . B : S p e c i f i c A c t i v i t y S u m m a r y
F o r 1 - A m i n o p y r e n e
TEST CQHPQUND: l - Aa i n o py r e n e
BACTERI AL PRESENCE
TESTER OF
STRA I N { S9 i
SLOPE SUHBARY
(Re v e r t a n t s / u g )
REAN STANDARD
DEV I ATI ON
SPECI FI C ACT I VI TY
{Re v e r t a n t s / n n o l e !
WEAN ST ANDARD L I HI TS OF
DEV I AT I ON L I NEARI TY





































5 . 00 *
0 . 50
5 . 00 »
5 . 00 I
1 . 0 0
0 . 75
I = To p do s e t e s t e d
T A B L E 3 . A : M u t a g e n i c i t y S u m m a r y f o r
1 - A c e t a m i d o p y r e n e
7 8
TEST Ca UPQUND: NAAP
BACTERI AL PRESENCE
TESTER OF
STRA I N (S9 ) ( u g/ p l a t e )
W TABENI CI TY
( r ev e r t a n t s /
p l a t s
STANDARD


























































































YS1024 YES 0 . 00
O. Ol



































2 0 0 -
1 0 0
DO S AG E (u g / p l a t e )
D ( - S 9 ) + (+ S 9 )
















DO S AG E (u g / p l a t e )
D ( - S 9 ) + ( 4 - S 9 )
F I G U R E 9
8 0











D O S A G E (u g / p lo t e )
D ( - S 9 ) + ( + S 9 )
F I G U R E 9 : D O S E R E S P O N S E C U R V E S F O R




T A 9 8
T A 9 8 / 1 , 8 - D N P 5
Y G 1 0 2 4
8 1
T A B L E 3 . B : S p e c i f i c A c t i v i t y S u m m a r y f o r
1 - A c e t a m i d o p y r e n e
TEST CGHPaUND: l - Ac Bt a a i d o py r en e
BACTERI AL PRESENCE
TESTER OF






























SPECI F I C ACT I V I TY
( Re v e r t a n t s / n a a l e )
MEAN STANDARD L I MI TS OF
DEVI AT I ON LI NEARI TY













5 . 00 t
0 . 50
5 . 00 I
5 . 00 t
5 . 00 I
0 . 10
t = To p da s e t e s t e d
T A B L E 4 . A : M u t a g e n i c i t y S u m m a r y f o r
l - A c e t a m i d o p y r e n e - 4 , 5
- Qu i n o n e
8 2
TEST CQHPOUND: NAAP- 4 - , 5








( u g/ p l a t e )
MUTA6 ENI CI TY
( r e v e r t a n t s /
p l a t e
STANDARD
DEV I AT ION






































































































1 0 . A : T A 9 8 DO S E R ES P O N S E C U RV E J u ly 2 , 1 9 9 3
NAA P - 4
,








D O S A G E (u g/ p l a t e )
n ( - S 9 ) + (+ S 9 )










N AAP - 4 ^ - O u rn o n a
D O S A G E (u g / p i a i e )
□ ( - S 9 ) + (+ S 9 )
F I G U R E 1 0
8 4








EX P # 2 : NA A P - 4 , 5
- O u i n o n e
2 6 0 -
D O S A G E (u g / p l a t e )
D ( - S 9 ) + (+ S 9 )
F I G XJR E 1 0 : D O S E R E S P O N S E C U R V E S F O R
1 - A C E T A M I D O P Y R E N E - 4 , 5 - QU I N O N E
1 0 . A
1 0 . B
1 0 . C
T A 9 8
T A 9 8 / 1 , 8 - D N P 6
Y G 1 0 2 4
8 5
T A B L E 4 . B : S p e c i f i c A c t i v i t y S i om m a r y
f o r
l - A c e t a m i d o p y r e n e
- 4 , 5 - Qu i n o n e
TEST COi lPQUND : NAfl P - 4 - , 5
- Qu i n o n e
BACTERI AL PRESENCE
TESTER OF













( Re v e r t a n t s / u g )
MEAN STANDARD













SPECI F I C ACTI V I TY








STANDARD L I NI TS OF
DEV I ATI ON LI NEARI TY




5 . 00 I
5 . 00 »
2 . 50
t = To o do s e t e s t e d
T A B L E 5 . A ; M u t a g e n i c i t y S u mm a r y f o r
4 - H y d r o x y
- 1 - N i t r o p y r e n e
8 6








l u g/ p l a t e )
11UTA6ENI CI TY
( r e v e r t a n t s /
p l a t e
STANDARD
DEV I ATI ON
Tfi 98 NO 0 . 00
0 . 10
















TA93 YES 0 . 00
0 . 0 5
0 . 10



















































YS1024 NO 0 . 00 0
0 . 00 5
0 . 0 10
0 . 0 50
0 . 100








































+ - O H - 1 - N P
O O S AG C (u g / p l a t a )
a ( - 3 9 ) + C+ S 9)






4 - O H - 1 - N P
Q O S A C e ( u g / p l a ta )
D ( - S 9 ) + ( + 3 9 ) F I G U R E 1 1
8 8





4 - 0 H - 1 - N P
D O S AG E {u g/ p i a i a }
D ( - S 9 ) + (+ S 9 )
F I G U R E 1 1 ; D O S E R E S P O N S E C U R V E S F O R
4 - H Y D R O X Y - 1 - N I T R O P Y R E N E
1 1 . A
1 1 . B
1 1 . C
T A 9 8
T A 9 8 / l , 8 - D N P s
Y G 1 0 2 4
8 9
T A B L E 5 . B : S p e c i f i c A c t i v i t y S u m m a r y f o r
4 - H y d r o x y - 1
- N i t r o p y r e n e
TEST COMPOUND! 4
- QH- l - N i t r o pyr e n e
BACT ERI AL PRESENCE
TESTER OF


















35 4 . 8
55 . 5
5902 . 0
552 1 . 9
STANDARD







SPECI F I C ACT I V I TY
{ Re v e r t a n t s / n a o l e l
MEAN ST ANDARD LI MI TS OF
DEV I ATI ON LI NEARI TY












1 . 00 t
2 . 50 t
5 . 00 «
0 . 10
0 . 50 I
I = To p do s e t e s t e d
T A B L E 6 . A : M u t a g e n i c i t y S i u nm a r y f o r ^ °
3 - , 6 - , a n d 8 - H y d r o x y - 1 - N i t r o p y r e n e
TEST CORPOUND! 3 - , 6 - , a n d 8 - OH- l - NP
BACTERI AL PRESENCE D0SA6E flUTABENI CI TY ST ANDARD
TESTER OF ( r e v e r t a n t s / DEV I AT I ON
ST RA I N (S9 ) ( u g / p l a t e ) p l a t e








































































YB1024 NO 0 . 00

















Y610 24 YES 0 . 0 0
0 . 0 1
0 . 0 5
0 . 10





























3 - . 6 - , a n d S - O H - I - N P
D O SA G E ( u g / p l a t e )
D ( - 5 9 ) + ( + S 9 )
















3 - , 6 - , o n d 8 - 0 H - 1 - N P
DO SA G E ( u g / p l a l e )
a ( - 5 9 ) + ( + S 9 ) F I G U R E 1 2
9 2

















a n d a - O H - 1 - N P
DO SA G E (u g / p la t e )
D ( - S 9 ) + C+ S 9 )
F I G U R E 1 2 : D O S E R E S P O N S E C U R V E S F O R 3 - , 6 - , A N D
8 - H Y D R O X Y - 1 - N I T R O P Y R E N E
1 2 . A
1 2 . B
1 2 . C
T A 9 8
T A 9 8 / 1 , 8 - D N P 6
Y G 1 0 2 4
9 3
T A B L E 6 . B : S p e c i f i c A c t i v i t y S i i m m a r y f o r
3 - , 6 - , a n d 8 - H y d r o x y - 1 - N i t r o p y r e n e
TEST CQHPQUND: 3 - , i
-
, a n d S - QH- l - Ni t r o py r en e
BACTERI AL PRESENCE
T ESTER OF
STRA I N (S9)
SLOPE SUMMARY
(Re v B r t a n t s / u g )
MEAN STANDARD
DEV I ATI ON
SPECI F I C ACT I VI TY
[Re v e r t a n t s / n a o l e )
MEAN ST ANDARD LI MI TS OF
DEV I AT I ON LI NEARI TY













30 9 . 5
969 . 7
32 . 6
4 9 . 9
899 . 0





















5 . 0 0 t
5 . 00 I
1 . 00
0 . 50 t
I = To p do s e t e s t e d
9 4
T A B L E 7 . A : M u t a g e n i c i t y S u ti n m a r y f o r
3 - N i t r o f l u o r a n t h e n e
TEST COMPOUND: 3
- N I TRGFLUQRfi NTHENE
BACTERI AL PRESENCE DOSABE HUTASENI CI TY ST ANDARD
TESTER OF (r e v e r t a n t s / DEV I AT ION
STRAI N (S9 } ( u g/ p l a t e ) p l a t s
TA98 0 . 000
0 . 0 05
0 . 010















TA9 8 YES 0 . 000
0 . 050
0 , 100















P6 0 . 00
0 . 0 5
0 . 10
































YG102 0 . 00000
0 . 0002 5
0 . 000 50
0 . 00 10 0
0 . 00 250













YS1024 YES 0 . 00 000
0 . 00500
0 . 0 100 0
0 . 02 500
























3 —N it r o f l u o r a n l h e n e
9 5
D O S A G E ( u g / p l a t e )
D ( - S 9 ) + ( + S 9 )













3 —N i t r o fl u o r a n t h e n e
D O SA G E (u g / p l a t e )
D ( - 3 9 ) + ( + S 9 )
F I G U R E 1 3
9 6








3 —N i t r o f l u o r a n t h e n e
D O S A G E ( u g/ p l a t a )
D (- S 9 ) + ( + S 9 )
F I G U R E 1 3 D O S E R E S P O N S E C U R V E S F O R
3 - N I T R O F L U O R A N T H E N E
1 3 . A
1 3 . B
1 3 . C
T A 9 8
T A 9 8 / l , 8 - D N P j
Y G 1 0 2 4
9 7
T A B L E 7 . B S p e c i f i c A c t i v i t y S u m m a r y f o r
3 - N i t r o f l u o r a n t h e n e
TEST COMPOUND: 3 - Ni t r D f l u o r a n t he n e
Bft CTERI AL PRESENCE
TESTER OF














{ Re v e r t a n t s / u g )
il EAN




190 165 . 8
9 685 . 3
ST ANDARD







SPECI F I C ACTI V I TY
( Re v e r t a n t s / n a o l e )
HEAN STANDARD L I J1I TS OF
DEVI AT I ON LI NEARI TY













0 . 100 t
1 . 000 t
1 . 000 t
1 . 000 I
0 . 00 5 t
0 . 100 I
} = To p d o s e t e s t e d
T A B L E 8 . A :
9 8
M u t a g e n i c i t y S u mm a r y f o r
3 - A m i n o f l u o r a n t h e n e








( u g/ p l a t e )
I1UTASENI CI TY
{r e v e r t a n t s /
p l a t e
STANDARD
DEV I AT I ON























































































YG1024 YES 0 . 000
0 . 025




























3—A m i n o f lu o r a n t h e n e
D O SA G E (u g / p l o t e )
D ( - S 9 ) + ( + S 9 )













3 —A m i n o f l u o r a n t h e n e
D O S AG E (u g / p lo t e )
D (- S 9 ) + ( + S 9 ) F I G U R E 1 4
1 0 0












3 —A m in o f l u o r o n t h e n e
D O S A G E ( u g / p l a t a )
D ( - S 9 ) + ( + S 9 )
F I G U R E 1 4 : D O S E R E S P O N S E C U R V E S F O R
3 - A M I N O F L U O R A N T H E N E
1 4 . A : T A 9 8
1 4 . B : T A 9 8 / 1 , 8 - D N P 6
1 4 . C : Y G 1 0 2 4
1 0 1
T A B L E 8 . B : S p e c i f i c A c t i v i t y S u m ma r y f o r
3 - A m i n o f l u o r a n t h e n e
TEST COMPOUND: 3 - A « i n o f l u o r a n t h en e
BACTERI AL PRESENCE
TESTER OF
STRA I N ( 59 )
SLOPE SUHHARY
(Re v e r t a n t s / u g )
«EAN STANDARD
DEV I AT I ON
SPECI FI C ACT I V I TY
{ Re v e r t a n t s / n a o l e l
HEAN STANDARD L l fl l TS OF
DEV I ATI ON L I NEARI TY




































10 . 00 I
2 . 50 I
10 . 00 I
5 . 00
2 . 50 t
0 . 25
I Ta p do s e t e s t e d
T A B L E 9 . A : M u t a g e n i c i t y S u m m a r y
f o r
3 - A c e t a m i d o f l u o r a n t h e n e
1 0 2








( u g/ p l a t e )
MUTAGENI CI TY
( r e v e r t a n t s /
p l a t e
STANDARD
DEV I AT I ON




















































































Y6102 4 YES 0 . 00


























3 - NA A FA
DO SA GE ( u g/ p l a t e )
□ (- S 9 ) + (+ S 9 )










4 0 0 -
3 5 0 -
3 0 0 -
2 5 0
2 0 0
1 5 0 -
1 0 0
50 -
3 - NA A FA
D O SA G E (u g / p l a t e )
D ( - S 9 ) + ( + S 9 ) F I G U R E 1 5
1 0 4
1 5 . C : Y G 1 0 2 4 DO S E R ES P O N S E C U RV E F e b . 5 , 1 9 9 3












D O SA G E (u g / p l o t e )
D ( - S9 ) + (+ S 9 )
F I G U R E 1 5 : D O S E R E S P O N S E C U R V E S F O R
3 - A C E T A M I D O F L U O R A N T H E N E
1 5 . A
1 5 . B
1 5 . C
T A 9 8
T A 9 8 / 1 , 8 - D N P 6
Y G 1 0 2 4
1 0 5
T A B L E 9 . B : S p e c i f i c A c t i v i t y S u m m a r y f o r
3 - A c e t a m i d o f l u o r a n t h e n e
T EST COMPOUND! 3- Ac s t aa i dDf l u o r a n t he n e
BACTERI AL PRESENCE
T ESTER OF






























SPECI F I C ACT I V I TY
(Re v e r t a n t s / n t o l s )
MEAN STANDARD L I MI TS OF
DEV I AT I ON L I NEARI TY













10 . 00 I
10 . 00 I
10 . 00 t
10 . 00 »
10 . 00 I
1 . 00 ♦
} = T o p do s e t e s t e d
1 0 6
T A B L E 1 0 . A : M u t a g e n i c i t y S xi m m a r y f o r
9 - H y d r o x y
- 3 - N i t r o f l u o r a n t h e n e
TEST COHPQUND : ? - QH- 3 - Ni t r Q f l u a r 3 n t ha n e
BACTERI AL
TESTER





(u g / p l a t e )
HUTA6ENI CI TY
( r s v e r t a n t s /
p l a t e
ST ANDARD
DEV I AT I ON
TA98 NO 0 . 000

















TA9a YES 0 . 00
0 . 05
0 . 10













P6 0 . 00





























Y81024 0 . 0000
0 . 00 10
0 . 002 5
0 . 00 50
0 . 010 0



































1 . 4 -
9 - O H - 3 - N FA
1 0 7
0 ^ 0 . 4 0 . 6




( - S 9 ) (+ S 9 >













4 0 0 h
3 0 0 h
2 0 0 h
1 0 0
g - O H - 3 - N FA
D O S A G E (u g / p i a t e )
D ( - s g ) + (+ S 9 )
0 . 8 1
F I G U R E 1 6
1 0 8
1 6 . C : Y G 1 0 2 4 D O S E R E S P O N S E C U RV E
9 - O H - 3 - N FA













0 . 0 4
D O S A G E (u g / p l a U )
a (- S 9 ) + (+ S 9 )
F I G U R E 1 6 : D O S E R E S P O N S E C U R V E S F O R
9 - H Y D R O X Y - 3 - N I T R O F L U O R A N T H E N E
1 6 . A
1 6 . B
1 6 . C
T A 9 8
T A 9 8 / 1 , 8 - D N P 6
Y G 1 0 2 4
1 0 9
T A B L E 1 0 . B : S p e c i f i c A c t i v i t y S u m m a
r y f o r
9 - H y d r o x y
- 3 - N i t r o f l u o r a n t h e n e
TEST CQflPQUND: 9 - 0H- 3 - Ni t r o f l u o r a n t he n e
BACTERI AL PRESENCE
TESTER OF
STRA I N ( S9 !
SLOPE SUflHARY
(Re ve r t a n t s / u g )
il EAN STANDARD
DEV I AT ION
SPECI F I C ACT I VI TY
( Rs v e r t a n t s / n ai Q l e )
MEAN STANDARD LI MI TS OF
DEVI AT I ON LI NEARI TY














17 47 . 0
688 . 0
26 . 7




















0 . 100 t
0 . 50 0
1 . 000 t
1 . 000 t
0 . 02 5 t
0 . 10 0
I = T o p do s e t e s t e d
T A B L E 1 1 . A : M u t a g e n i c i t y S i u n m a r y













(u g / p l a t e )
HUTA6ENI CI TY
( r e v e r t a n t s /
p l a t e
ST ANDARD
DEV I AT I ON
TA98 NO 0 . 0 00
0 . 0 25
















TA98 YES 0 . 000
0 . 100
0 . 2 50
0 . 5 00
1 . 0 00


















































YS10 24 NO 0 . 000
0 . 00 5
0 . 0 10

















YB1024 YES 0 . 00 0
0 . 02 5
0 . 0 50
0 . 10 0























2 — N i t r o f l u o r o n t h e n e
D O SA G E (u g / p la te )
a ( - S 9 ) + ( + S 9 )
1 7 . B : P 6 DO S E R ES P O N S E C U RV E F e b . 2 , 1 9 9 3










D O SA G E ( u g / p l o t e )
D ( - S 9 ) + ( + S 9 )
2 2 . 4
F I G U R E 1 7
1 1 2
1 7 . C : Y G 1 0 2 4 D O S E R ES P O N S E C U RV E J a n . 2 9 , 1 9 9 3













D O SA G E (u g / p l a t e )
□ ( - S 9 ) + (+ 5 9 )
F I G U R E 1 7 : D O S E R E S P O N S E C U R V E S F O R
2 - N I T R O F L U O R A N T H E N E
1 7 . A
1 7 . B
1 7 . C
T A 9 8
T A 9 8 / 1 , 8 - D N P 6
Y G 1 0 2 4
1 1 3
T A B L E 1 1 . B : S p e c i f i c A c t i v i t y S u m m a r y f o r
2 - N i t r o f l u o r a n t h e n e
TEST COHPQUND: 2- Ni t r o f i u o r a n t he n e
BACT ERI AL PRESENCE
TESTER OF



















12U 1 . 5
3 593 . 7
STANDARD







SPECI F I C ACT I V I TY
(Re v e r t a n t s / n s o l e l
HEAN ST ANDARD LI HI TS OF
DEV I AT I ON. L I NEARI TY












0 . 50 t
2 . 50 t
2 . 50 «
2 . 50 t
0 . 10 t
0 . 50 I
t = To p do s e t e s t e d
1 1 4
T A B L E 1 2 . A : M u t a g e n i c i t y S u m m a r y f o r
2 - A m i n o f l u o r a n t h e n e
TEST CG(<PQUND ! 2 - Aa i n o f l u o r a n t he n e
BACTERI AL
TESTER





(u g/ p l a t e )
KUT A6ENI CI TY
( r 8 v e r t a n t s /
p l a t e
ST ANDARD







































0 . 00 1
0 . 00 5
0 . 0 10










































































1 8 , A : T A 9 8 D O S E R ES P O N S E C U RV E M a y 4 , 1 9 9 3
















D O SA G E (u g / p l o t e )
D ( - S 9 ) + ( + S 9 )











2 —A m i n o f l u o r o n t h e n e
7 0 0 -
D O SA G E ( u g / p l o te )
a ( - 3 9 ) + (+ S 9 )
F I G U R E 1 8
1 1 6


















2 —A m i n o f lu o r o n t h e n e
D O S AG E (u g/ p l a t e )
D { - S 9 ) + (+ S 9 )
F I G U R E 1 8 : D O S E R E S P O N S E C U R V E S F O R
2 - A M I N O F L U O R A N T H E N E
1 8 . A
1 8 . B
1 8 . C
T A 9 8
T A 9 8 / 1 , 8 - D N P 6
y G 1 0 2 4
1 1 7
T A B L E 1 2 . B : S p e c i f i c A c t i v i t y S i am m a r y f o r
2 - A m i n o f l u o r a n t h e n e
T EST CQHPQUND ! 2 - fl i i n o f l u o r a n t he n e
BACTERI AL PRESENCE
TESTER OF
STRAI N (39 )
SLOPE SUMMARY
(Re v e r t a n t s / u g )
MEAN ST ANDARD
DEVI AT I ON
SPECIFI C ACT I VI TY
( Re v e r t a n t s / n a o l e )
HEAN STANDARD L I MI TS OF
DEV I AT I ON L I NEARI TY













4 597 . 3
1 . 5
396 . 0
& I . 6



















5 . 00 t
0 . 50 I
5 . 00 t
1 . 00
5 . 00 t
0 . 05
t = To p do s e t e s t e d
T A B L E 1 3 . A :
1 1 8
M u t a g e n i c i t y S u m m a r y f o r
2 - A c e t a m i d o f l u o r a n t h e n e
TEST CGil PQOND: NAAFA
BACTERI AL PRESENCE DOSAGE HUTASENI CI TY STANDARD
TESTER QF ( r s v e r t a n t s / DEV I AT I ON
STRA I N (S9 ! (u g / p l a t a j p l a t e
TA98 NO 0 . 00
0 . 0 1
















T A9S YES 0 . 00
















P6 0 . 00

































YS1024 0 . 000
0 . 00 1
0 . 00 5
0 . 0 10















YS1024 YES 0 . 00
0 . 0 1



























2 - NA A F A
D O SA G E (u g / p la t e )
D ( - S 9 ) + ( + S 9 )












2 - N A A FA
D O S AG E (u g / p la t e )
D ( - S 9 ) + (+ S 9 ) F I G U R E 1 9
1 2 0
1 9 , C : Y G 1 0 2 4 DO S E R E S P O N S E C U RV E A p r . 1 3 , 1 9 9 3














D O SA G E ( u g / p l a t e )
D ( - S 9 ) + ( + S 9 )
F I G U R E 1 9 D O S E R E S P O N S E CU R V E S F O R
2 - A C E T A M I D O F L U O R A N T H E N E
1 9 . A
1 9 . B
1 9 . C
T A 9 8
T A 9 8 / 1 , 8 - D N P 6
Y G 1 0 2 4
1 2 1
T A B L E 1 3 . B : S p e c i f i c A c t i v i t y S u m m a r y f o r
2 - A c e t a m i d o f l u o r a n t h e n e
TEST CQMPQUKD: 2 - Ac e t a i i do f l u o r a n t he n e
BACTERI AL PRESENCE
TESTER OF
STRA I N {S9 )
SLOPE SUMMARY
(Re v e r t a n t s / u g )
MEAN ST ANDARD
DEV I AT I ON
SPECI F I C ACT I V I TY
(Re v e r t a n t s / n e o l e )
MEAN STANDARD L I MI TS OF
DEVI AT I ON LI NEARI TY

















247 40 . 4






















5 . 00 I
0 . 0 5
0 . 50
t = To p do s e t e s t e d
T A B L E 1 4 . A : Mu t a g e n i c i t y S u mm a r y f o r
3 - H y d r o x y
- 2 - N i t r o f l u o r a n t h e n e
1 2 2
TEST CQdPQUND : - OH- 2 - NFfl
BACTERI AL PRESENCE DOSAGE MUT AGENI CI TY STANDARD
TESTER OF {r e v e r t a n t s / DEV I AT I ON
STRA I N (5 ? ) (u g / p l a t e ) p l a t e






















































































































3 - 0 H - 2 - N FA
1 2 3
3 0 0 -
D O S AG E (u g / p l o t a )
D ( - S 9 ) + ( + S 9 )
















3 - 0 H - 2 - N FA
D O SA G E ( u g/ p l o t e )
a ( - S 9 ) + (+ S 9 ) F I G U R E 2 0
1 2 4
2 0 . C : Y G 1 0 2 4 D O S E R E S P O N S E C U RV E M a r . 2 5 , 1 9 9 3
















D O SA G E (u g / p lo t e )
□ ( - S 9 ) + ( + S 9 )
F I G U R E 2 0 : D O S E R E S P O N S E C U R V E S F O R
3 - H Y D R O X Y - 2 - N I T R O F L U O R A N T H E N E
2 0 . A
2 0 . B
2 0 . C
T A 9 8
T A 9 8 / l , 8 - D N P s
Y G 1 0 2 4
1 2 5
T A B L E 1 4 . B : S p e c i f i c A c t i v i t y S i om m a r y f o r
3 - H y d r o x y - 2 - N i t r o f l u o r a n t h e n e
TEST COHPOUNDs 3 - 0 H- 2- Ni t r o f l u a r a n t he n e
BACTERI AL PRESENCE
TESTER OF














(Re v e r t a n t s / u g )
KEAN STANDARD














SPECI FIC ACTIVI TY
(Re v e r t a n t s / n a o l e l
MEAN STANDARD L I MI TS OF
DEV I ATI ON LI NEARI T Y














10 . 00 t
10 . 00 t
10 . 00 t
1 . 00
10 . 00 t
t - To p do s e t e s t e d
1 2 6
T A B L E 1 5 . A : S p e c i f i c A c t i v i t y S i u n m a r y f o r
B a c t e r i a l S t r a i n T A 9 8
S^ CI FI C M ITI VI TY (F K CTERIfl . STO I N: TA98
TEST ta P fl JND:
Ki t hou t S9 Wi t h S9
ACTIV I TY STWM fl n
( r ev e rt a n t s / K VI ATI ON
n i o l e )
ACTI V I TY STWfi ARD n
(r e v e r t a n t s / DEV I AT ItW
n n l e )
1- Ni t r o py r e n e
1- Afl i no py r en e
l - Ac e t a fl i do py r en e




5- ft i i n on e























3 - Ni t r a f l uQr an t hen e
3- Ai i n Qf l u o r an t he n e
3- Ace t a fl i do f lu o r a n t he n e






















2- Ni t r Qf I u D r an t hen e
2
- to n o f l uQr an t hen e
2
-
Ac e t ai i do f l u Qr an t he ne
















T A B L E 1 5 . B : S p e c i f i c A c t i v i t y S i n ra n a r y f o
r
B a c t e r i a l S t r a i n T A 9 8 / 1 , S - D N P g
1 2 7
SPECI FI C ACTI VI TY OF BAC TERI AL STRAI N: TA98 / l , S
- I»P i
TEST Cfi ra M ) :
3 - Ni t r o f I u Dr a n t hen e
3- Aa i nQf l u or an t he ne
3- te e t a a i dD f l u o r a n t he n e
9- » <- 3- Ni t r Qf l uo r an t ts n e
l
- Ni t r o pyr en e
l
- ft t i n o pyr e n e
l ^ fc e t a isi dDpy r e nB
1- Ac s t a fl i do py r en e
-
4- , 5
- Qu i n Q ne





8H3H- l - Ni t r o py r en e
Wi t ho u t S9 Wi t h S9
ACTI VI TY
(r e ve r t a n t s /












- Ni t r a f I u D r a n t hs n e
2
-
ABi nQf l u o r a n t he n e
2 - Ace t ai i dQf l u a r an t he n e





















fi TI VI TY STANDARD n
(r e vBrt n t s / DEVI ATI IW















T A B L E 1 5 . C : S p e c i f i c A c t i v i t y S u m m a r y f o r
B a c t e r i a l S t r a i n Y G 1 0 2 4
1 2 8
S^ IF I C ACTIV I TY T m i B l fL STRAI N: YB1024
TEST CQlf TO D:
l - Ni t r opy r a i e
1- to i n Dpy r e n e
l - Ac e t a u i dopyr e nB
l - Ace t a i i dD py ra i e -
4- , 5
- Qu i n Dne
A- tW- l - Ni t r o pyr e n e
3- , 6- , 8
- QH- l - N i t r o py r e n e
Wi t hou t S9 »i t h S?
ACTI VI TY
{r e ve r t a nt s /







3- Ni t r of I u o r a n t hen e
3 - Afl i n Qf l uo r a n t hen e
S- fl c e t afi i do f l u or an t he ne






DEVI ATI fl l
ACTI VI TY STANDfi fl n
( r ev e r t an t s/ K VI ATM






























2- Ni t r Qf l u Qr a n t lH n e
2- fi « i no f I u Q r a n t hen e
2 - Ac e t a a i dQf l uo r a n t he n e
















V . D I S C U S S I O N
T h e c a r e f u l s e l e c t i o n o f m u t a n t S a l m o n e l l a t y p h i m u r i v i m
t e s t e r s t r a i n s , p r o f i c i e n t o r d e f i c i e n t i n s p e c i f i c e n z y m e s ,
h a s r e v e a l e d i n f o r m a t i o n a b o u t t h e m e t a b o l i c a c t i v a t i o n
p a t h w a y s o f v a r i o u s n i t r o
- P A H s . B a s e d o n t h e n i t r o - P A H s
s t u d i e d t h u s f a r , a t l e a s t f i v e m e t a b o l i c a c t i v a t i o n p a t h w a y s
t h r o u g h w h i c h m u t a t i o n s w e r e i n d u c e d i n t h e s e t e s t e r s t r a i n s
a n d / o r t h r o u g h w h i c h D N A b i n d i n g o c c u r s w e r e r e v e a l e d i n t h e
l i t e r a t u r e ( B e l a n d e t a l . , 1 9 8 5 ; C h o u e t a l . , 1 9 8 5 ; C o l v e r t
a n d F u , 1 9 8 6 ; D j u r i c e t a l . , 1 9 8 6 b ; F u e t a l . , 1 9 8 6 ;
H e f l i c h e t a l . , 1 9 8 5 b ; H o w a r d e t a l . , 1 9 8 3 b ) . T h e s e p a t h w a y s
i n v o l v e d : ( 1 ) n i t r o r e d u c t i o n ; ( 2 ) n i t r o r e d u c t i o n f o l l o w e d b y
e s t e r i f i c a t i o n ; ( 3 ) r i n g o x i d a t i o n ; ( 4 ) r i n g o x i d a t i o n
f o l l o w e d b y n i t r o r e d u c t i o n ; a n d ( 5 ) r i n g o x i d a t i o n f o l l o w e d
b y n i t r o r e d u c t i o n a n d e s t e r i f i c a t i o n . A s c h e m a t i c
r e p r e s e n t a t i o n o f t h e s e p a t h w a y s i s p r e s e n t e d i n F i g u r e 2 1
( F u , 1 9 9 0 ) .
S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m s t r a i n T A 9 8 / 1 , S - D N P g , a s d i s c u s s e d
p r e v i o u s l y , d i d n o t p o s s e s s t h e 0
- a c e t y l t r a n s f e r a s e e n z y m e
t h a t w a s p r e s e n t i n t h e b a c t e r i a l s t r a i n s T A 9 8 a n d Y G 1 0 2 4 b u t
p o s s e s s e d a f u l l c o m p l e m e n t o f n i t r o r e d u c t a s e s . B e i n g
d e f i c i e n t i n OA T a c t i v i t y , t h i s s t r a i n c o u l d r e v e a l
i n f o r m a t i o n c o n c e r n i n g t h e i n v o l v e m e n t o f t h e n i t r o r e d u c t a s e
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e n z y m e s i n t h e m e t a b o l i c a c t i v a t i o n o f n i t r o
- P A H s . T h e o t h e r
t w o b a c t e r i a l s t r a i n s , T A 9 8 a n d Y G 1 0 2 4 , p o s s e s s e d t h e s a m e
n i t r o r e d u c t a s e s a s s t r a i n T A 9 8 / 1 , S - D N P g b u t a l s o c o n t a i n e d t h e
0 - a c e t y l t r a n s f e r a s e e n z y m e . B o t h s t r a i n T A 9 8 , p o s s e s s i n g
n o r m a l l e v e l s o f a c e t y l t r a n s f e r a s e , a n d s t r a i n Y G 1 0 2 4 ,
p o s s e s s i n g e n h a n c e d l e v e l s o f a c e t y l t r a n s f e r a s e , c o u l d p r o v i d e
a d d i t i o n a l i n f o r m a t i o n c o n c e r n i n g t h e i n v o l v e m e n t o f t h i s
e n z y m e i n t h e m e t a b o l i c a c t i v a t i o n o f n i t r o
- P A H S .
A d i s c u s s i o n o f t h e s e v a r i o u s a c t i v a t i o n p a t h w a y s a n d t h e i r
p o s s i b l e r o l e s i n t h e m u t a g e n i c i t y o f t h e n i t r o - P A H s t e s t e d i n
t h e s e e x p e r i m e n t s f o l l o w s .
V . A . M u t a g e n i c i t y o f 1 - N i t r o p v r e n e a n d I t s M e t a b o l i t e s
T h e m u t a g e n i c i t y o f 1
- n i t r o p y r e n e a n d m a n y o f i t s
m e t a b o l i t e s h a v e b e e n e x t e n s i v e l y c h a r a c t e r i z e d i n t h e A m e s
S a l m o n e l l a t y p h i m u r i i i m r e v e r s e m u t a t i o n a s s a y . 1 - N i t r o p y r e n e
w a s s h o w n t o b e a d i r e c t a c t i n g m u t a g e n i n s t r a i n s T A 9 8 a n d
T A 9 8 / l , 8 - D N P g ( B a l l e t a l . , 1 9 8 4 a ; M c Co y e t a l . , 1 9 8 3 ;
Y u e t a l . , 1 9 9 1 ) a n d i n s t r a i n Y G 1 0 2 4 ( S c h e e p e r s e t a l . , 1 9 9 1 ;
W a t a n a b e e t a l . , 1 9 9 3 ) w i t h m u t a g e n i c p o t e n c y r e d u c e d b y
m e t a b o l i c a c t i v a t i o n . T h e r e s u l t s o b t a i n e d f r o m t h e s e
e x p e r i m e n t s s u p p o r t e d t h e s e o b s e r v a t i o n s a n d r e p o r t e d t h a t
s t r a i n Y G 1 0 2 4 e x h i b i t e d t h e h i g h e s t m u t a g e n i c i t y f o r t h i s
c o m p o u n d , b o t h w i t h a n d w i t h o u t S 9 . I n t h e a b s e n c e o f S 9 ,
1 - n i t r o p y r e n e w a s l e s s m u t a g e n i c i n s t r a i n T A 9 8 / 1 , S - D N P g t h a n
i t w a s i n s t r a i n s T A 9 8 a n d Y G 1 0 2 4 . M u t a g e n i c i t y w a s h i g h e r i n
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t h e s t r a i n s t h a t p o s s e s s e d a c e t y l t r a n s f e r a s e a c t i v i t y w i t h t h e
e n h a n c e d s t r a i n Y G 1 0 2 4 b e i n g m o s t a c t i v e . T h e i n c r e a s e d
m u t a g e n i c i t y s e e n i n s t r a i n s T A 9 8 a n d Y G 1 0 2 4 o v e r t h a t
o b s e r v e d i n s t r a i n T A 9 8 / 1 , S - D N P g i m p l i c a t e d t h e a c e t y l -
t r a n s f e r a s e e n z y m e a s a p o s s i b l e p a r t i c i p a n t i n t h e a c t i v a t i o n
o f 1 - n i t r o p y r e n e t o a m o r e p o t e n t m u t a g e n . W i t h m e t a b o l i c
a c t i v a t i o n
,
S 9 d e t o x i f i e d 1 - n i t r o p y r e n e i n s t r a i n T A 9 8 /
1 , 8 - D N P g b u t d i d n o t c o m p l e t e l y d e t o x i f y i t i n s t r a i n s T A 9 8
a n d Y G 1 0 2 4 . M u t a g e n i c i t y w a s r e d u c e d i n t h e s e t w o s t r a i n s b u t
t h e r e d u c t i o n d i d n o t a f f e c t a l a r g e d e c r e a s e i n m u t a g e n i c
p o t e n c y .
l - A m i n o p y r e n e , t h e r e d u c t i o n e n d p r o d u c t o f 1 - n i t r o p y r e n e
( M e s s i e r e t a l . , 1 9 8 1 ; N a c h t m a n a n d W e i , 1 9 8 2 ) , w a s s h o w n t o
b e l e s s m u t a g e n i c i n s t r a i n s T A 9 8 a n d T A 9 8 / 1 , S - D N P g , w i t h a n d
w i t h o u t S 9
,
t h a n i t s p a r e n t c o m p o u n d ( B a l l e t a l . , 1 9 8 4 a ) .
l - A m i n o p y r e n e r e q u i r e d o x i d a t i v e m e t a b o l i s m b y S 9 f o r a
m u t a g e n i c r e s p o n s e i n s t r a i n T A 9 8 (M c C a n n e t a l . , 1 9 7 5 ) . T h e
r e s u l t s o f t h e s e e x p e r i m e n t s c o n f i r m e d t h e d e c r e a s e i n
m u t a g e n i c i t y i n s t r a i n s T A 9 8 a n d T A 9 8 / 1 , 8 - D N P s a n d e s t a b l i s h e d
n e w d a t a o n t h e m u t a g e n i c i t y o f 1
- a m i n o p y r e n e i n s t r a i n
Y G 1 0 2 4 . S t r a i n Y G 1 0 2 4 e x p r e s s e d h i g h e r m u t a g e n i c i t y , b o t h
w i t h a n d w i t h o u t S 9 , t h a n t h e o t h e r t w o s t r a i n s . I n t h e
a b s e n c e o f S 9 , 1 - a m i n o p y r e n e w a s l e s s m u t a g e n i c i n s t r a i n
T A 9 8 / 1 , 8 - D N P 6 t h a n i n s t r a i n s T A 9 8 a n d Y G 1 0 2 4 . M u t a g e n i c i t y
w a s h i g h e r i n t h e a c e t y l t r a n s f e r a s e p r o f i c i e n t s t r a i n s T A 9 8
a n d Y G 1 0 2 4 w i t h s t r a i n Y G 1 0 2 4 e x p r e s s i n g t h e h i g h e s t
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m u t a g e n i c i t y . F r o m t h e d i f f e r e n c e s i n m u t a g e n i c i t y o b s e r v e d
b e t w e e n t h e s e t w o s t r a i n s , i t c a n b e i n f e r r e d t h a t t h e
e n h a n c e d a c e t y l t r a n s f e r a s e a c t i v i t y i n s t r a i n Y G 1 0 2 4 c o u l d
h a v e l e d t o t h i s i n c r e a s e i n m u t a g e n i c i t y . M e t a b o l i c
a c t i v a t i o n d e t o x i f i e d 1 - a m i n o p y r e n e i n t h e a c e t y l t r a n s f e r a s e
d e f i c i e n t s t r a i n T A 9 8 / 1 , 8 - D N P 5 b u t a c t i v a t e d i t i n s t r a i n s
T A 9 8 a n d Y G 1 0 2 4 t h a t p o s s e s s e d O A T a c t i v i t y .
1 - A c e t a m i d o p y r e n e , p r o d u c e d b y t h e a c e t y l a t i o n o f
1 - a m i n o p y r e n e ( B a l l e t a l . , 1 9 8 4 a ) a n d b y t h e b a c t e r i a l
m e t a b o l i s m o f 1 - n i t r o p y r e n e i n S a l m o n e l l a t y p h i m u r i xi m s t r a i n
T A 9 8 ( M e s s i e r e t a l . , 1 9 8 1 ) , w a s s h o w n t o b e n o n m u t a g e n i c i n
s t r a i n s T A 9 8 a n d T A 9 8 / 1 , 8 - D N P g i n t h e a b s e n c e o f S 9 ( B a l l
e t a l . , 1 9 8 4 a ) . T h e r e s u l t s o f t h e s e e x p e r i m e n t s c o n f i r m e d
t h a t 1 - a c e t a m i d o p y r e n e w a s n o n m u t a g e n i c i n s t r a i n s T A 9 8 a n d
T A 9 8 / 1 , 8 - D N P s i n t h e a b s e n c e o f S 9 a n d t h a t i t w a s a l s o
n o n m u t a g e n i c i n s t r a i n Y G 1 0 2 4 , w h i c h h a s n o t b e e n r e p o r t e d
p r e v i o u s l y . I n t h e p r e s e n c e o f S 9 , B a l l e t a l . ( 1 9 8 4 a )
r e p o r t e d t h a t t h i s c o m p o u n d w a s a p o t e n t m u t a g e n i n s t r a i n
T A 9 8 a n d t o x i c i n s t r a i n T A 9 8 / 1 , S - D N P g . T h e r e s u l t s o b t a i n e d
i n t h e s e e x p e r i m e n t s w i t h S 9 s h o w e d 1
- a c e t a m i d o p y r e n e t o b e
m u t a g e n i c i n T A 9 8 b u t n o t t o x i c i n s t r a i n T A 9 8 / 1 , S - D N P g ,-
i n s t e a d , i t w a s f o u n d t o b e n o n m u t a g e n i c . T o x i c i t y w a s n o t
o b s e r v e d i n s t r a i n T A 9 8 / 1 , 8 - D N P g p o s s i b l y b e c a u s e t h e d o s e s
u s e d i n t h e s e e x p e r i m e n t s w e r e l o w e r t h a n t h o s e u s e d b y B a l l
e t a l . , ( 1 9 8 4 a ) . S t r a i n Y G 1 0 2 4 e x p r e s s e d t h e h i g h e s t
m u t a g e n i c i t y f o r t h i s c o m p o u n d o b s e r v e d i n t h e p r e s e n c e o f S 9 .
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I n t h e a b s e n c e o f S 9 , l - a c e t a m i d o p y r e n e w a s n o n m u t a g e n i c i n
a l l t h r e e b a c t e r i a l t e s t e r s t r a i n s . W i t h m e t a b o l i c
a c t i v a t i o n
,
S 9 d i d n o t a c t i v a t e l - a c e t a m i d o p y r e n e i n t h e
a c e t y l t r a n s f e r a s e d e f i c i e n t s t r a i n T A 9 8 / 1 , 8 - D N P g b u t a c t i v a t e d
t h i s c o m p o u n d i n t h e o t h e r t w o a c e t y l t r a n s f e r a s e p r o f i c i e n t
s t r a i n s w i t h s t r a i n Y G 1 0 2 4 b e i n g m o s t a c t i v e . S t r a i n Y G 1 0 2 4
e x p r e s s e d h i g h e r m u t a g e n i c i t y t h e n s t r a i n T A 9 8 w h i c h i m p l i e d
t h a t t h e a c e t y l t r a n s f e r a s e e n z y m e c o u l d h a v e b e e n i n v o l v e d
a l o n g w i t h o x i d a t i v e m e t a b o l i s m i n t h e a c t i v a t i o n o f t h i s
c o m p o u n d ,




q u i n o n e , o b t a i n e d b y t h e o x i d a t i o n
o f l - a c e t a m i d o p y r e n e , h a s n o t b e e n t e s t e d p r e v i o u s l y i n t h e
A m e s S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m m u t a g e n i c i t y a s s a y . I n t h e




q u i n o n e w a s n o n m u t a g e n i c
i n s t r a i n T A 9 8 / 1 , 8 - D N P g a n d o n l y m a r g i n a l l y m u t a g e n i c i n
s t r a i n s T A 9 8 a n d Y G 1 0 2 4 . W i t h o u t S 9 , m u t a g e n i c i t y w a s n o t
s i g n i f i c a n t l y i n c r e a s e d i n t h e a c e t y l t r a n s f e r a s e p r o f i c i e n t
s t r a i n s T A 9 8 a n d Y G 1 0 2 4 o v e r t h a t s e e n i n s t r a i n T A 9 8 /
1 , 8
- D N P g . M e t a b o l i c a c t i v a t i o n e f f e c t e d a s l i g h t m u t a g e n i c
r e s p o n s e i n s t r a i n T A 9 8 / 1 , B - D N P g b u t a c t i v a t e d t h i s c o m p o u n d
m o r e s t r o n g l y i n t h e a c e t y l t r a n s f e r a s e p r o f i c i e n t s t r a i n s T A 9 8
a n d Y G 1 0 2 4 . S t r a i n Y G 1 0 2 4 e x p r e s s e d h i g h e r m u t a g e n i c i t y , b o t h
w i t h a n d w i t h o u t S 9 , t h a n t h e o t h e r t w o s t r a i n s . M e t a b o l i c
a c t i v a t i o n w a s r e q u i r e d f o r t h e m u t a g e n i c r e s p o n s e o b s e r v e d i n
t h e s e b a c t e r i a l s t r a i n s f o r l - a c e t a m i d o p y r e n e - 4 , 5 - q u i n o n e .
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N o m u t a g e n i c i t y d a t a f o r t h e A m e s S a l m o n e l l a t y p h i m u r i v u n
m u t a g e n i c i t y a s s a y h a v e b e e n r e p o r t e d f o r 4
- h y d r o x y
- 1 -
n i t r o p y r e n e , a p r o d u c t o f t h e o x i d a t i o n o f 1
- n i t r o p y r e n e .
T h e s e e x p e r i m e n t s p r o v i d e d n e w e x p e r i m e n t a l d a t a f o r t h i s
c o m p o u n d a n d t h e d a t a r e p o r t e d i t t o b e m o r e m u t a g e n i c i n
s t r a i n T A 9 8 , w i t h S 9 , a n d i n s t r a i n s T A 9 8 / 1 , 8 - D N P g a n d Y G 1 0 2 4 ,
b o t h w i t h a n d w i t h o u t S 9 , t h a n 1 - n i t r o p y r e n e a n d i t s o t h e r
m e t a b o l i t e s . I n t h e a b s e n c e o f S 9 , 4 - h y d r o x y
- 1 - n i t r o p y r e n e
w a s a d i r e c t a c t i n g m u t a g e n i n a l l t h r e e b a c t e r i a l s t r a i n s .
T h i s c o m p o u n d w a s a c t i v a t e d t o a m o r e p o t e n t m u t a g e n i n t h e
a c e t y l t r a n s f e r a s e p r o f i c i e n t s t r a i n s T A 9 8 a n d Y G 1 0 2 4 . T h e
i n c r e a s e d m u t a g e n i c i t y o b s e r v e d i n t h e e n h a n c e d s t r a i n Y G 1 0 2 4
o v e r t h a t o f s t r a i n T A 9 8 i m p l i e d t h a t t h e e n h a n c e d l e v e l o f
a c e t y l t r a n s f e r a s e p r e s e n t i n s t r a i n Y G 1 0 2 4 c o u l d h a v e l e d t o
t h i s i n c r e a s e i n m u t a g e n i c p o t e n c y . W i t h m e t a b o l i c
a c t i v a t i o n , S 9 d e t o x i f i e d 4 - h y d r o x y
- l - n i t r o p y r e n e i n t h e
a c e t y l t r a n s f e r a s e d e f i c i e n t s t r a i n T A 9 8 / 1 , 8 - D N P 6 b u t a c t i v a t e d
i t i n s t r a i n s T A 9 8 a n d Y G 1 0 2 4 t h a t p o s s e s s e d t h e
a c e t y l t r a n s f e r a s e e n z y m e .
T h e m i x t u r e o f 3 - , 6 - , a n d 8 - h y d r o x y - 1 - n i t r o p y r e n e , a
p r o d u c t o f t h e o x i d a t i v e m e t a b o l i s m o f 1 - n i t r o p y r e n e ( D j u r i c
e t a l .
,
1 9 8 6 b ; E l
- B a y o u m y a n d H e c h t , 1 9 8 3 ; H o w a r d a t a l . ,
1 9 8 5 ) , w a s s h o w n t o b e m o d e r a t e l y m u t a g e n i c i n s t r a i n T A 9 8 a n d
a w e a k m u t a g e n i n s t r a i n T A 9 8 / 1 , 8 - D N P 5 , b o t h w i t h a n d w i t h o u t
S 9 ( B a l l e t a l . , 1 9 8 4 a ) . T h e r e s u l t s o f t h e s e e x p e r i m e n t s
c o n f i r m e d t h e o b s e r v a t i o n s b y B a l l e t a l . ( 1 9 8 4 a ) , e x c e p t
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m u t a g e n i c i t y w a s m u c h i n c r e a s e d i n s t r a i n T A 9 8 w i t h t h e
a d d i t i o n o f S 9 . T h e e x p e r i m e n t a l r e s u l t s a l s o e s t a b l i s h e d n e w
d a t a o n t h e m u t a g e n i c i t y o f t h i s c o m p o u n d i n s t r a i n Y G 1 0 2 4 i n
w h i c h i t e x p r e s s e d i t s h i g h e s t m u t a g e n i c i t y . I n t h e a b s e n c e
o f S 9
,
t h e m i x t u r e 3 - , 6 - , a n d 8 - h y d r o x y - 1
- n i t r o p y r e n e w a s o n l y
s l i g h t l y m u t a g e n i c i n s t r a i n T A 9 8 / 1 , 8 - D N P g a n d w a s a c t i v a t e d
i n s t r a i n s T A 9 8 a n d Y G 1 0 2 4 . M u t a g e n i c i t y w a s i n c r e a s e d i n
s t r a i n Y G 1 0 2 4 i n t h e a b s e n c e o f S 9 w h e n c o m p a r e d t o t h a t
o b s e r v e d i n s t r a i n T A 9 8 w h i c h i m p l i e d t h a t t h e e n h a n c e d O A T
a c t i v i t y i n s t r a i n Y G 1 0 2 4 m a y h a v e l e d t o t h i s i n c r e a s e d





a n d 8 - h y d r o x y
- l - n i t r o p y r e n e t o l e v e l s o f m u t a g e n i c i t y
h i g h e r t h a n t h a t o b s e r v e d i n e a c h o f t h e t h r e e s t r a i n s i n t h e
a b s e n c e o f S 9 . F o r h i g h e s t e x p r e s s i o n o f i t s m u t a g e n i c i t y ,
3 - , 6 - , a n d 8 - h y d r o x y
- l - n i t r o p y r e n e r e q u i r e d me t a b o l i c
a c t i v a t i o n .
V . B . M u t a g e n i c i t y o f 3 - N i t r o f l u o r a n t h e n e a n d I t s
M e t a b o l i t e s
3 - N i t r o f l u o r a n t h e n e a n d i t s m e t a b o l i t e s h a v e n o t b e e n a s
e x t e n s i v e l y c h a r a c t e r i z e d i n t h e A m e s S a l m o n e l l a m u t a g e n i c i t y
a s s a y a s h a s 1
- n i t r o p y r e n e a n d i t s m e t a b o l i t e s . 3
- N i t r o -
f l u o r a n t h e n e h a s b e e n s h o w n t o b e a d i r e c t a c t i n g m u t a g e n i n
s t r a i n s T A 9 8 a n d T A 9 8 / 1 , S - D N P g ( B a l l e t a l . , 1 9 8 5 ; C o n s o l o
e t a l . , 1 9 8 9 ; G r e i b r o k k e t a l . , 1 9 8 5 ; S h a n e e t a l . , 1 9 9 1 ;
Z i e l i n s k a e t a l . , 1 9 8 8 ) a n d i n s t r a i n Y G 1 0 2 4 ( N a k a g a w a e t a l . ,
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1 9 8 7 ) . M u t a g e n i c p o t e n c y w a s r e d u c e d i n s t r a i n s T A 9 8 a n d
T A 9 8 / 1 , B - D N P g w i t h t h e a d d i t i o n o f m e t a b o l i c a c t i v a t i o n
( B a l l e t a l . , 1 9 8 5 ; S h a n e e t a l . , 1 9 9 1 ) . T h e r e s u l t s o f
t h e s e e x p e r i m e n t s c o n f i r m e d t h e d i r e c t a c t i n g m u t a g e n i c i t y o f
3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e a n d i t s r e d u c t i o n i n p o t e n c y b y S 9 .
S t r a i n Y G 1 0 2 4 e x h i b i t e d h i g h e r m u t a g e n i c i t y f o r t h i s c o m p o u n d ,
b o t h w i t h a n d w i t h o u t S 9 , t h a n t h e o t h e r t w o s t r a i n s .
3 - N i t r o f l u o r a n t h e n e w a s a d i r e c t a c t i n g m u t a g e n a n d w a s
a c t i v a t e d t o a h i g h l y m u t a g e n i c s p e c i e s i n s t r a i n s T A 9 8 a n d
Y G 1 0 2 4 w h i c h p o s s e s s e d O A T a c t i v i t y . 3
- N i t r o f l u o r a n t h e n e w a s
m o r e m u t a g e n i c i n s t r a i n T A 9 8 , w i t h o u t S 9 , a n d i n s t r a i n
Y G 1 0 2 4 , b o t h w i t h a n d w i t h o u t S 9 , t h a n i t s o t h e r m e t a b o l i t e s .
M u t a g e n i c i t y w a s i n c r e a s e d i n s t r a i n Y G 1 0 2 4 i n t h e a b s e n c e o f
S 9 o v e r t h a t o b s e r v e d i n s t r a i n T A 9 8 w h i c h i m p l i e d t h a t t h e
e n h a n c e d l e v e l o f O A T a c t i v i t y i n s t r a i n Y G 1 0 2 4 c o u l d h a v e
b e e n r e s p o n s i b l e f o r t h e a c t i v a t i o n o f t h i s c o m p o u n d . T h e
a d d i t i o n o f m e t a b o l i c a c t i v a t i o n d e t o x i f i e d 3 - n i t r o -
f l u o r a n t h e n e i n s t r a i n T A 9 8 / 1 , B - D N P g b u t d i d n o t c o m p l e t e l y
d e t o x i f y i t i n s t r a i n s T A 9 8 a n d Y G 1 0 2 4 . I n t h e s e t w o s t r a i n s ,
m u t a g e n i c i t y w a s r e d u c e d .
3 - A m i n o f l u o r a n t h e n e , t h e r e d u c t i o n p r o d u c t o f 3
- n i t r o -
f l u o r a n t h e n e ( B a u e r a n d H o w a r d , 1 9 9 1 ; B e l i s a r i o e t a l . ,
1 9 9 0 ) , w a s s h o w n t o b e l e s s m u t a g e n i c i n T A 9 8 a n d T A 9 8 /
1
,
8 - D N P
g
t h a n i t s p a r e n t c o m p o u n d ( B a l l e t a l . , 1 9 8 5 ; B a l l
e t a l . , 1 9 8 6 ) , w i t h a n d w i t h o u t S 9 . T h e r e s u l t s o f t h e s e
e x p e r i m e n t s c o n f i r m e d t h e d e c r e a s e i n m u t a g e n i c i t y o b s e r v e d i n
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s t r a i n T A 9 8 , w i t h a n d w i t h o u t S 9 , a n d i n s t r a i n T A 9 8 / 1 , S - D N P g ,
w i t h o u t S 9 . T h e d a t a d i d n o t c o n f i r m t h e d e c r e a s e i n
m u t a g e n i c i t y o b s e r v e d i n s t r a i n T A 9 8 / 1 , 8 - D N P g w i t h S 9 b u t
s h o w e d a n i n c r e a s e i n m u t a g e n i c i t y i n t h i s s t r a i n h i g h e r t h a n
t h a t r e p o r t e d f o r 3
- n i t r o f l u o r a n t h e n e . T h e s e e x p e r i m e n t s
p r e s e n t e d n e w d a t a o n t h e m u t a g e n i c i t y o f 3
- a m i n o f l u o r a n t h e n e
i n s t r a i n Y G 1 0 2 4 i n w h i c h i t e x p r e s s e d a h i g h e r m u t a g e n i c
r e s p o n s e , b o t h w i t h a n d w i t h o u t S 9 , t h e n i n t h e o t h e r t w o
s t r a i n s . I n t h e a b s e n c e o f S 9 , t h e c o m p o u n d w a s n o n m u t a g e n i c
i n s t r a i n T A 9 8 / 1 , 8 - D N P 5 , o n l y s l i g h t l y m u t a g e n i c i n s t r a i n
T A 9 8 a n d a c t i v a t e d t o a m o r e p o t e n t m u t a g e n i n s t r a i n Y G 1 0 2 4 .
W i t h m e t a b o l i c a c t i v a t i o n , 3 - a m i n o f l u o r a n t h e n e w a s m u t a g e n i c
i n a l l t h r e e s t r a i n s w i t h m u t a g e n i c i t y b e i n g m o s t e n h a n c e d i n
t h o s e s t r a i n s t h a t p o s s e s s e d O A T a c t i v i t y . S t r a i n Y G 1 0 2 4
e x p r e s s e d h i g h e r m u t a g e n i c i t y t h a n s t r a i n T A 9 8 w h i c h i m p l i e d
t h a t t h e a c e t y l t r a n s f e r a s e e n z y m e c o u l d h a v e b e e n i n v o l v e d
a l o n g w i t h o x i d a t i v e m e t a b o l i s m i n t h e a c t i v a t i o n o f t h i s
c o m p o u n d .
3 - A c e t a m i d o f l u o r a n t h e n e , p r o d u c e d b y t h e a c e t y l a t i o n o f
3 - a m i n o f l u o r a n t h e n e ( B a l l e t a l . , 1 9 8 6 ) , w a s r e p o r t e d t o b e
v i r t u a l l y n o n m u t a g e n i c i n s t r a i n s T A 9 8 a n d T A 9 8 / 1 , S - D N P g i n
t h e a b s e n c e o f S 9
,
a n d w a s d e p e n d e n t u p o n m e t a b o l i c a c t i v a t i o n
f o r a m u t a g e n i c r e s p o n s e i n t h e s e s t r a i n s ( B a l l e t a l . , 1 9 8 5 ;
B a l l e t a l .
,
1 9 8 6 ) . T h e s e e x p e r i m e n t s p r o v i d e d n e w d a t a o n
t h e m u t a g e n i c i t y o f t h i s c o m p o u n d i n s t r a i n Y G 1 0 2 4 w h i c h
e x p r e s s e d h i g h e r m u t a g e n i c i t y , b o t h w i t h a n d w i t h o u t S 9 , t h a n
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t h e o t h e r t w o s t r a i n s . T h e r e s u l t s o f t h e s e e x p e r i m e n t s f o u n d
3 - a c e t a m i d o f l u o r a n t h e n e t o b e n o n m u t a g e n i c i n s t r a i n s T A 9 8 a n d
T A 9 8 / 1 , B - D N P g w i t h o u t S 9 w h i c h c o n f i r m e d e a r l i e r o b s e r v a t i o n s
b y B a l l e t a l . , ( 1 9 8 5 , 1 9 8 6 ) . T h i s c o m p o u n d w a s o n l y s l i g h t l y
m u t a g e n i c i n s t r a i n Y G 1 0 2 4 w i t h o u t S 9 . M u t a g e n i c i t y f o r
3 - a c e t a m i d o f l u o r a n t h e n e w a s i n c r e a s e d w i t h t h e a d d i t i o n o f S 9
o v e r t h a t o b s e r v e d i n t h e a b s e n c e o f S 9 . S t r a i n Y G 1 0 2 4
e x p r e s s e d a h i g h e r m u t a g e n i c r e s p o n s e t h e n t h e o t h e r t w o
s t r a i n s . T h e a c t i v a t i o n o f t h i s c o m p o u n d b y t h e a d d i t i o n o f
S 9 i n d i c a t e d t h e i m p o r t a n c e o f o x i d a t i v e p r o c e s s e s i n t h e
m u t a g e n i c r e s p o n s e o f 3
- a c e t a m i d o f l u o r a n t h e n e .
A p r o d u c t o f t h e m i c r o s o m a l m e t a b o l i s m o f 3
- n i t r o -
f l u o r a n t h e n e , 9 - h y d r o x y
- 3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e ( H o w a r d e t a l . ,
1 9 8 8 ) , w a s s h o w n t o b e 5 - 1 0 f o l d l e s s m u t a g e n i c i n s t r a i n T A 9 8
w i t h o u t S 9 t h a n i t s p a r e n t c o m p o u n d a n d d e m o n s t r a t e d a l a r g e
l o s s o f m u t a g e n i c i t y i n s t r a i n T A 9 8 / 1 , S - D N P g ( C o n s o l e
e t a l . , 1 9 8 9 ) . N o m u t a g e n i c i t y d a t a h a v e b e e n r e p o r t e d f o r
9 - h y d r o x y
- 3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e i n t h e t h r e e b a c t e r i a l s t r a i n s
w i t h S 9 n o r f o r s t r a i n Y G 1 0 2 4 w i t h o u t S 9 . T h e s e e x p e r i m e n t s
p r o v i d e d n e w d a t a f o r t h e s e s t r a i n s a n d t h e d a t a s h o w e d
9 - h y d r o x y
- 3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e t o b e m o r e m u t a g e n i c i n s t r a i n
Y G 1 0 2 4
,
b o t h w i t h a n d w i t h o u t S 9 , t h a n t h e o t h e r t w o s t r a i n s .
I n t h e a b s e n c e o f S 9
,
t h e c o m p o u n d w a s a d i r e c t a c t i n g m u t a g e n
i n a l l t h r e e s t r a i n s b e i n g m o d e r a t e l y m u t a g e n i c i n t h e a c e t y l
-
t r a n s f e r a s e p r o f i c i e n t s t r a i n s T A 9 8 a n d Y G 1 0 2 4 . 9 - H y d r o x y
-
3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e w a s m o r e m u t a g e n i c i n s t r a i n T A 9 8 t h a n h a d
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b e e n p r e v i o u s l y r e p o r t e d . M u t a g e n i c i t y w a s h i g h e r i n s t r a i n
Y G 1 0 2 4 t h a n i n s t r a i n T A 9 8 f r o m w h i c h i t c a n b e i n f e r r e d t h a t
t h e e n h a n c e d a c e t y l t r a n s f e r a s e a c t i v i t y i n s t r a i n Y G 1 0 2 4 c o u l d
h a v e l e d t o t h i s i n c r e a s e i n m u t a g e n i c i t y . W i t h m e t a b o l i c
a c t i v a t i o n , S 9 d e t o x i f i e d 9 - h y d r o x y
- 3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e i n
s t r a i n T A 9 8 / 1 , 8 - D N P 5 b u t d i d n o t c o m p l e t e l y d e t o x i f y i t i n
s t r a i n s T A 9 8 a n d Y G 1 0 2 4 . I n t h e s e t w o s t r a i n s , m u t a g e n i c i t y
w a s r e d u c e d b u t t h e m e t a b o l i t e s w e r e s t i l l h i g h l y m u t a g e n i c .
V . C . M u t a g e n i c i t y o f 2 - N i t r o f l u o r a n t h e n e a n d I t s
M e t a b o l i t e s
2 - N i t r o f l u o r a n t h e n e a n d i t s m e t a b o l i t e s h a v e n o t b e e n
w e l l c h a r a c t e r i z e d i n t h e A m e s S a l m o n e l l a m u t a g e n i c i t y a s s a y .
2 - N i t r o f l u o r a n t h e n e h a s b e e n s h o w n t o b e a m u c h s t r o n g e r
d i r e c t a c t i n g m u t a g e n i n s t r a i n T A 9 8 t h a n i n s t r a i n T A 9 8 /
1 , 8
- D N P
5
a n d t h e a d d i t i o n o f S 9 r e d u c e d m u t a g e n i c i t y i n b o t h
s t r a i n s ( S h a n e e t a l . , 1 9 9 1 ; Z i e l i n s k a e t a l . , 1 9 8 7 ;
Z i e l i n s k a e t a l .
,
1 9 8 8 ) . N o m u t a g e n i c i t y d a t a h a v e b e e n
r e p o r t e d f o r 2
- n i t r o f l u o r a n t h e n e i n t h e b a c t e r i a l s t r a i n
Y G 1 0 2 4 . T h e s e e x p e r i m e n t s p r o v i d e d n e w m u t a g e n i c i t y d a t a f o r
t h i s c o m p o u n d i n s t r a i n Y G 1 0 2 4 a n d t h e r e s u l t s s h o w e d i t t o b e
h i g h l y m u t a g e n i c , b o t h w i t h a n d w i t h o u t S 9 . T h e c o m p o u n d w a s
a w e a k d i r e c t a c t i n g m u t a g e n i n s t r a i n T A 9 8 / 1 , 8 - D N P g b u t w a s
a c t i v a t e d t o a m o r e p o t e n t d i r e c t a c t i n g m u t a g e n i n s t r a i n s
T A 9 8 a n d Y G 1 0 2 4 . M u t a g e n i c i t y w a s i n c r e a s e d i n t h e a c e t y l
-
t r a n s f e r a s e e n h a n c e d s t r a i n Y G 1 0 2 4 i n t h e a b s e n c e o f S 9 o v e r
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t h a t s e e n i n s t r a i n T A 9 8 w h i c h i m p l i e d t h a t t h i s i n c r e a s e i n
m u t a g e n i c i t y b e t w e e n t h e t w o s t r a i n s c o u l d b e a t t r i b u t e d t o
t h e p r e s e n c e o f e n h a n c e d l e v e l s o f a c e t y l t r a n s f e r a s e i n s t r a i n
Y G 1 0 2 4 . M e t a b o l i c a c t i v a t i o n d e c r e a s e d t h e m u t a g e n i c i t y o f
2 - n i t r o f l u o r a n t h e n e i n a l l t h r e e t e s t e r s t r a i n s . T h i s
c o m p o u n d w a s d e t o x i f i e d i n s t r a i n T A 9 8 / 1 , 8 - D N P 5 b u t w a s n o t
c o m p l e t e l y d e t o x i f i e d i n s t r a i n s T A 9 8 a n d Y G 1 0 2 4 . I n t h e s e
t w o s t r a i n s , m u t a g e n i c i t y w a s r e d u c e d .
N o d a t a h a v e b e e n r e p o r t e d o n t h e m u t a g e n i c i t y o f
2 - a m i n o f l u o r a n t h e n e , t h e r e d u c t i o n e n d p r o d u c t o f 2
- n i t r o -
f l u o r a n t h e n e ( Z i e l i n s k a e t a l . , 1 9 8 7 ) , i n t h e A m e s S a l m o n e l l a
m u t a g e n i c i t y a s s a y . T h e r e s u l t s o f t h e s e e x p e r i m e n t s p r o v i d e d
n e w d a t a o n t h e m u t a g e n i c i t y o f t h i s c o m p o u n d i n t h e t h r e e
S a l m o n e l l a s t r a i n s a n d t h e d a t a s h o w e d 2 - a m i n o f l u o r a n t h e n e t o
b e m o r e m u t a g e n i c t h a n 2
- n i t r o f l u o r a n t h e n e a n d i t s o t h e r
m e t a b o l i t e s i n t h e p r e s e n c e o f S 9 . I n t h e a b s e n c e o f S 9 ,
2 - a m i n o f l u o r a n t h e n e w a s n o n m u t a g e n i c i n s t r a i n T A 9 8 / 1 , 8 - D N P 5
b u t w a s a c t i v a t e d t o a m o r e p o t e n t m u t a g e n i n t h e a c e t y l -
t r a n s f e r a s e p r o f i c i e n t s t r a i n s T A 9 8 a n d Y G 1 0 2 4 . M u t a g e n i c i t y
w a s i n c r e a s e d i n t h e e n h a n c e d s t r a i n Y G 1 0 2 4 o v e r t h a t o b s e r v e d
i n s t r a i n T A 9 8 w h i c h i m p l i e d t h a t 2
- a m i n o f l u o r a n t h e n e c o u l d
h a v e b e e n a c t i v a t e d t o a m o r e p o t e n t m u t a g e n b y t h e a c t i o n s o f
t h e a c e t y l t r a n s f e r a s e e n z y m e . M e t a b o l i c a c t i v a t i o n g r e a t l y
i n c r e a s e d t h e m u t a g e n i c i t y o f 2
- a m i n o f l u o r a n t h e n e i n t h e t h r e e
t e s t e r s t r a i n s o v e r t h a t o b s e r v e d w i t h t h e s e s t r a i n s i n t h e
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a b s e n c e o f S 9 . S t r a i n Y G 1 0 2 4 e x h i b i t e d h i g h e r m u t a g e n i c i t y ,
b o t h w i t h a n d w i t h o u t S 9 , t h e n t h e o t h e r t w o s t r a i n s .
2 - A c e t a m i d o f l u o r a n t h e n e , p r o d u c e d b y t h e a c e t y l a t i o n o f
2 - a m i n o f l u o r a n t h e n e , h a d n o t b e e n p r e v i o u s l y a n a l y z e d i n t h e
A m e s S a l m o n e l l a m u t a g e n i c i t y a s s a y . T h e d a t a f r o m t h e s e
e x p e r i m e n t s p r o v i d e d n e w i n f o r m a t i o n o n t h e d i r e c t a c t i n g
mu t a g e n i c i t y o f t h i s c o m p o u n d i n t h e t e s t e r s t r a i n s a n d o n t h e
r e d u c t i o n o f i t s m u t a g e n i c i t y b y t h e a d d i t i o n o f m e t a b o l i c
a c t i v a t i o n . T h e d i r e c t a c t i n g m u t a g e n i c i t y e x h i b i t e d b y
2 - a c e t a m i d o f l u o r a n t h e n e i n t h e a s s a y w a s h i g h e r t h a n t h a t
s h o w n b y 2
- n i t r o f l u o r a n t h e n e a n d i t s o t h e r m e t a b o l i t e s .
2 - A c e t a m i d o f l u o r a n t h e n e w a s a p o t e n t d i r e c t a c t i n g m u t a g e n i n
a l l t h r e e b a c t e r i a l s t r a i n s a n d w a s a c t i v a t e d t o a m o r e p o t e n t
m u t a g e n i n s t r a i n s T A 9 8 a n d Y G 1 0 2 4 . M u t a g e n i c i t y w a s
i n c r e a s e d i n t h e O A T e n h a n c e d s t r a i n Y G 1 0 2 4 o v e r t h a t o b s e r v e d
i n s t r a i n T A 9 8 w h i c h i m p l i c a t e d t h e a c e t y l t r a n s f e r a s e e n z y m e
a s b e i n g a p o s s i b l e p a r t i c i p a n t i n t h e a c t i v a t i o n o f t h i s
c o m p o u n d . W i t h t h e a d d i t i o n o f m e t a b o l i c a c t i v a t i o n ,
2 - a c e t a m i d o f l u o r a n t h e n e w a s d e t o x i f i e d i n s t r a i n T A 9 8 / 1 , S - D N P g
b u t w a s n o t c o m p l e t e l y d e t o x i f i e d i n t h e a c e t y l t r a n s f e r a s e
p r o f i c i e n t s t r a i n s T A 9 8 a n d Y G 1 0 2 4 . I n s t e a d t h e c o m p o u n d o n l y
e x p e r i e n c e d a r e d u c t i o n i n m u t a g e n i c i t y . S t r a i n Y G 1 0 2 4
e x p r e s s e d h i g h e r m u t a g e n i c i t y , b o t h w i t h a n d w i t h o u t 8 9 , t h a n
t h e o t h e r s t r a i n s .
N o m u t a g e n i c i t y d a t a f o r 3 - h y d r o x y
- 2 - n i t r o f l u o r a n t h e n e
,
a p r o d u c t o f t h e o x i d a t i v e m e t a b o l i s m o f 2
- n i t r o f l u o r a n t h e n e .
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h a v e b e e n r e p o r t e d i n t h e l i t e r a t u r e . T h e r e s u l t s o f t h e s e
e x p e r i m e n t s p r o v i d e d n e w i n f o r m a t i o n o n t h e m u t a g e n i c i t y o f
t h i s c o m p o u n d i n t h e A m e s S a l m o n e l l a m u t a g e n i c i t y a s s a y a n d
t h e d a t a s h o w e d s t r a i n Y G 1 0 2 4 t o b e t h e m o s t a c t i v e s t r a i n .
I n t h e a b s e n c e o f S 9 , t h e c o m p o u n d w a s o n l y s l i g h t l y m u t a g e n i c
i n T A 9 8 / 1 , S - D N P g b u t w a s a c t i v a t e d t o a m o r e p o t e n t m u t a g e n i n
s t r a i n s T A 9 8 a n d Y G 1 0 2 4 . M u t a g e n i c i t y w a s i n c r e a s e d i n s t r a i n
Y G 1 0 2 4 o v e r t h a t o b s e r v e d i n s t r a i n T A 9 8 w h i c h i m p l i e d t h a t
t h e e n h a n c e d l e v e l o f a c e t y l t r a n s f e r a s e a c t i v i t y i n s t r a i n
Y G 1 0 2 4 c o u l d h a v e l e d t o t h e a c t i v a t i o n o f t h i s c o m p o u n d .
W i t h m e t a b o l i c a c t i v a t i o n , m u t a g e n i c i t y w a s d e c r e a s e d i n e a c h
o f t h e t h r e e t e s t e r s t r a i n s . S 9 d e t o x i f i e d t h e c o m p o u n d i n
s t r a i n T A 9 8 / 1 , B - D N P g b u t d i d n o t d e t o x i f y i t c o m p l e t e l y i n
s t r a i n s T A 9 8 a n d Y G 1 0 2 4 . I n t h e s e t w o s t r a i n s , S 9 e f f e c t e d a
r e d u c t i o n i n m u t a g e n i c i t y .
V . D . C o mp o u n d s E x p r e s s i n g H i g h e s t M u t a g e n i c i t i e s
T h e n i t r o f l u o r a n t h e n e s a n d t h e i r m e t a b o l i t e s w e r e m o r e
m u t a g e n i c i n t h e S a l m o n e l l a t e s t e r s t r a i n s u s e d i n t h e s e
e x p e r i m e n t s , b o t h w i t h a n d w i t h o u t S 9 , t h a n t h e n i t r o p y r e n e s
a n d t h e i r a s s o c i a t e d m e t a b o l i t e s . I n t h e p r e s e n c e o f S 9 ,
2 - a m i n o f l u o r a n t h e n e ( 2 - A F A ) w a s t h e m o s t p o t e n t m u t a g e n . T h i s
s u g g e s t s t h a t i n v i v o , 2
- n i t r o f l u o r a n t h e n e ( 2 - N F A ) m a y b e a
m o r e p o t e n t g e n o t o x i n t h a n t h e o t h e r t w o n i t r o a r e n e s s t u d i e d .
T a b l e 1 6 l i s t s t h e c o m p o u n d s t h a t e x p r e s s e d t h e h i g h e s t
m u t a g e n i c i t i e s i n t h e s e e x p e r i m e n t s :
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T A B L E 1 6 : C o mp o u n d s E x p r e s s i n g H i g h e s t
M u t a g e n i c i t i e s
B A C T E R I A L S T R A I N ( S 9 ) C OM P O U N D
T A 9 8 - 9 - O H - 3 - N F A
T A 9 8 + 2 - A F A
T A 9 8 / 1 , 8 - D N P 6 - 3 - N F A
T A 9 8 / 1 , 8 - D N P 6 + 2 - A F A
Y G 1 0 2 4 - 3 - N F A
Y G 1 0 2 4 + 2 - A F A
T h e l e a s t r e a c t i v e c o m p o u n d t e s t e d w a s l
- a c e t a rn i d o p y r e n e
- 4 , 5
-
q u i n o n e . T h e q u i n o n e d e r i v a t i v e o f 1
- a c e t a m i d o p y r e n e c o u l d b e
c o n s i d e r e d a d e t o x i f i c a t i o n p r o d u c t b e c a u s e i t w a s v i r t u a l l y
n o n m u t a g e n i c i n a l l t h r e e s t r a i n s .
V . E . P a t t e r n s o f M u t a g e n i c i t y W i t h i n C h e m i c a l G r o u p s
P a t t e r n s o f m u t a g e n i c a c t i v i t y w i t h i n e a c h g r o u p o f t e s t
c o m p o u n d s w e r e v i s i b l e i n e a c h o f t h e t h r e e S a l m o n e l l a t e s t e r
s t a i n s
,
b o t h w i t h a n d w i t h o u t m e t a b o l i c a c t i v a t i o n . W i t h i n
t h e g r o u p c o n s i s t i n g o f 1
- n i t r o p y r e n e a n d i t s m e t a b o l i t e s ,
4 - h y d r o x y
- l - n i t r o p y r e n e w a s m o s t m u t a g e n i c i n s t r a i n s T A 9 8 a n d
Y G 1 0 2 4 , b o t h w i t h a n d w i t h o u t S 9 , a n d i n s t r a i n T A 9 8 / 1 , S - D N P g ,
w i t h S 9 . 1 - N i t r o p y r e n e w a s m o s t m u t a g e n i c i n s t r a i n T A 9 8 /
1
, 8
- D N P
g
w i t h o u t S 9 . W i t h i n t h e g r o u p c o n s i s t i n g o f 3 - n i t r o -
f l u o r a n t h e n e a n d i t s m e t a b o l i t e s
,
3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e w a s m o s t
m u t a g e n i c i n s t r a i n s T A 9 8 / 1 , 8 - D N P 6 , w i t h o u t S 9 , a n d i n Y G 1 0 2 4 ,
b o t h w i t h a n d w i t h o u t S 9 . 3 - A m i n o f l u o r a n t h e n e w a s m o s t
m u t a g e n i c i n s t r a i n T A 9 B / 1 , S - D N P g , w i t h S 9 , a n d 9 - h y d r o x y -
3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e w a s m o s t m u t a g e n i c i n s t r a i n T A 9 8 , b o t h
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w i t h a n d w i t h o u t S 9 . T h e m o s t u n e x p e c t e d r e s p o n s e e n c o u n t e r e d
i n t h e s e e x p e r i m e n t s o c c u r r e d i n t h e g r o u p c o n s i s t i n g o f
2 - n i t r o f l u o r a n t h e n e a n d i t s m e t a b o l i t e s . I n t h e a b s e n c e o f
S 9 , 2
- a c e t a m i d o f l u o r a n t h e n e e x p r e s s e d d i r e c t a c t i n g
m u t a g e n i c i t y w h i c h w a s n o t s e e n w i t h 1
- a c e t a m i d o p y r e n e a n d
3 - a c e t a m i d o f l u o r a n t h e n e . I n e a c h o f t h e t h r e e S a l m o n e l l a
t e s t e r s t r a i n s , 2 - a c e t a m i d o f l u o r a n t h e n e w a s m o s t m u t a g e n i c
w i t h o u t S 9 a n d 2 - a m i n o f l u o r a n t h e n e w a s m o s t m u t a g e n i c w i t h S 9 .
T a b l e 1 7 s u m m a r i z e s t h e p a t t e r n s o b s e r v e d w i t h i n e a c h g r o u p o f
n i t r o - P A H s t e s t e d i n t h e s e e x p e r i m e n t s .
T A B L E 1 7 : P a t t e r n s O f M u t a g e n i c i t y
W i t h i n C h e m i c a l G r o u p s
B a c t e r i a l
T e s t e r
S t r a i n
( S 9 ) 1 - N P a n d
M e t a b o l i t e s
3 - N F A a n d
M e t a b o l i t e s
2 - N F A a n d
M e t a b o l i t e s
T A 9 8
T A 9 8
Y G 1 0 2 4
Y G 1 0 2 4
4 - O H - 1 - N P
4 - O H - 1 - N P
1 - N P
4 - O H - 1 - N P
4 - O H - 1 - N P
4 - O H - l - N P
9 - O H - 3 - N F A
9 - O H - 3 - N F A
3 - N F A
3 - A F A
3 - N F A
3 - N F A
2 - N A A F A
2 - A F A
2 - N A A F A
2 - A F A
2 - N A A F A
2 - A F A
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F I G U R E 2 1 : M E T A B O L I C A C T I V A T I O N P A T H WA Y S
F O R N I T R O - P A H s
M ETA B O L I SM O F N IT RO - PA H S
H N O H
H N O R
Ni tr o r e du c tto n Es t e n t ic a ti o n
M u t a g e n e s i s
H N O H
Es t e r i fi c a i io nN i tr o r e d u c ti o n
H N O R
R in g
- O x id iz ed
Me ta bo li t e
M e t a b o l i c a c t i v a t i o n pa t hw a y s o f n i t r o - PA H s l e a d i n g t o m u t a t i o n .
V I . C O N C L U S I O N S
F r o m t h e r e s u l t s o b t a i n e d i n t h e s e e x p e r i m e n t s , t w o b a s i c
c o n c l u s i o n m a y b e m a d e :
( 1 ) S a l m o n e l l a t y p h i m u r i xi m s t r a i n Y G 1 0 2 4 w a s t h e m o s t
r e s p o n s i v e b a c t e r i a l s t r a i n t e s t e d i n t h e s e e x p e r i m e n t s . I t
p r o d u c e d g r e a t e r i n c r e a s e s i n m u t a g e n i c i t y a m o n g t h e n i t r o
-
P A H s t e s t e d i n t h e a b s e n c e o f S 9 t h a n t h e o t h e r t w o S a l m o n e l l a
s t r a i n s . T h o u g h m u t a g e n i c i t y f o r s o m e c o m p o u n d s w a s r e d u c e d
b y t h e a d d i t i o n o f S 9 , t h e r e s u l t i n g s p e c i f i c a c t i v i t i e s w e r e
s t i l l h i g h e r t h a n t h o s e p r o d u c e d i n t h e o t h e r t w o s t r a i n s .
T h e i n c r e a s e d r e s p o n s i v e n e s s o f s t r a i n Y G 1 0 2 4 o v e r t h a t o f t h e
o t h e r t w o s t r a i n s c o u l d b e a t t r i b u t e d t o i t s e n h a n c e d l e v e l o f
0 - a c e t y l t r a n s f e r a s e e n z y m e a c t i v i t y .
S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m s t r a i n T A 9 8 w a s l e s s r e s p o n s i v e t o
t h e m u t a g e n i c a c t i o n s o f t h e n i t r o
- P A H s t e s t e d i n t h e s e
e x p e r i m e n t s t h a n s t r a i n Y G 1 0 2 4 . T h e d e c r e a s e d r e s p o n s i v e n e s s
o f t h i s s t r a i n c o u l d b e a s c r i b e d t o i t s p o s s e s s i o n o f n o r m a l
l e v e l s o f 0 - a c e t y l t r a n s f e r a s e a c t i v i t y w h e n c o m p a r e d w i t h
s t r a i n Y G 1 0 2 4
,
w h i c h p o s s e s s e d e n h a n c e d l e v e l s o f t h i s e n z y m e .
S t r a i n T A 9 8 w a s m o r e r e s p o n s i v e t h a n s t r a i n T A 9 8 / 1 , 8 - D N P 5 t o
t h e m u t a g e n i c a c t i o n s o f t h e t e s t c o m p o u n d s . T h e p r e s e n c e o f
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a n 0 - a c e t y l t r a n s f e r a s e e n z y m e i n s t r a i n T A 9 8 c o u l d h a v e g i v e n
i t a n a d v a n t a g e o v e r T A 9 8 / 1 , 8 - D N P 5 w h i c h l a c k e d 0 - a c e t y l ¬
t r a n s f e r a s e e n z y m e a c t i v i t y .
S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m s t r a i n T A 9 8 / 1 , 8 - D N P 5 w a s t h e l e a s t
r e s p o n s i v e b a c t e r i a l s t r a i n t e s t e d i n t h e s e e x p e r i m e n t s . I t
p r o d u c e d l o w e r m u t a g e n i c a c t i v i t i e s a m o n g t h e n i t r o
- P A H s
t e s t e d , b o t h w i t h a n d w i t h o u t S 9 , t h a n t h o s e p r o d u c e d i n t h e
o t h e r t w o S a l m o n e l l a s t r a i n s . T h e a d d i t i o n o f S 9 e i t h e r
r e d u c e d t h e m u t a g e n i c a c t i v i t i e s o f t h e t e s t c o m p o u n d s ,
d e t o x i f i e d t h e m , o r f a i l e d t o a c t i v a t e t h e m a l t o g e t h e r . T h e
d e c r e a s e d r e s p o n s i v e n e s s o f t h i s s t r a i n c o u l d b e a t t r i b u t e d t o
i t s l a c k o f a n 0 - a c e t y l t r a n s f e r a s e e n z y m e t h a t w a s p r e s e n t i n
t h e o t h e r t w o s t r a i n s .
T h e i n c r e a s e d r e s p o n s i v e n e s s o f t h e a c e t y l t r a n s f e r a s e
p r o f i c i e n t s t r a i n s s u p p o r t e d t h e t h e o r y t h a t n i t r o
- P A H s c o u l d
b e a c t i v a t e d b y t h e e n z y m e 0 - a c e t y l t r a n s f e r a s e t o m o r e
m u t a g e n i c m e t a b o l i t e s p o s s i b l y t h r o u g h t r a n s e s t e r i f i c a t i o n o f
t h e a r y l h y d r o x y 1 a m i n e i n t e r m e d i a t e ( N - h y d r o x y l a ra i n o - P A H s )
f o r m i n g a n N
- a c e t o x y
- P A H s m e t a b o l i t e . T h e N - a c e t o x y - P A H s
m e t a b o l i t e w a s a m o r e p o t e n t p r o x i m a t e m u t a g e n t h a n t h e
N - h y d r o x y l a m i n o
- P A H s .
( 2 ) I n t h e a b s e n c e o f m e t a b o l i c a c t i v a t i o n , t e s t c o m p o u n d s
c o n t a i n i n g a n i t r o s u b s t i t u e n t e x p r e s s e d h i g h e r m u t a g e n i c i t i e s
t h a n t h o s e p o s s e s s i n g e i t h e r a n a m i n o o r a c e t a m i d o
s u b s t i t u e n t . C o m p o u n d s c o n t a i n i n g a n i t r o g r o u p c a n u n d e r g o
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n i t r o r e d u c t i o n l e a d i n g t o t h e f o r m a t i o n o f t h e a r y l h y d r o x y l
-
a m i n e i n t e r m e d i a t e . I n t h o s e t e s t c o m p o u n d s c o n t a i n i n g a n
a m i n o o r a c e t a m i d o g r o u p , t h e n i t r o f u n c t i o n h a s a l r e a d y b e e n
r e d u c e d a n d l i t t l e m u t a g e n i c a c t i v i t y w a s o b s e r v e d . I n t h e
a b s e n c e o f S 9 , m e t a b o l i s m w a s l i m i t e d t o n i t r o r e d u c t i o n .
W i t h t h e a d d i t i o n o f m e t a b o l i c a c t i v a t i o n , t e s t c o mp o u n d s
p o s s e s s i n g a n i t r o s u b s t i t u e n t e x p e r i e n c e d a r e d u c t i o n i n
t h e i r m u t a g e n i c p o t e n c y . T e s t c o m p o u n d s p o s s e s s i n g e i t h e r a n
a m i n o o r a c e t a m i d o s u b s t i t u e n t w e r e a c t i v a t e d b y S 9 t o m o r e
p o t e n t m u t a g e n s . M i x e d f u n c t i o n o x y g e n a s e s p r e s e n t i n t h e S 9
c a n h y d r o x y l a t e t h e a r o m a t i c r i n g s t r u c t u r e w h i c h p r o v i d e s a
s i t e f o r t h e a c e t y l t r a n s f e r a s e e n z y m e t o a c e t y l a t e t h e
c o m p o u n d . A c e t y l a t i o n o f t h e c o m p o u n d c a n l e a d t o t h e
f o r m a t i o n o f a n a c t i v e a c e t o x y
- P A H s m e t a b o l i t e . T h i s
m e t a b o l i t e i s t h o u g h t t o b e m o r e r e a c t i v e t h a n t h e m e t a b o l i t e s
p r o d u c e d b y n i t r o r e d u c t i o n a l o n e .
B I B L I O G R A P H Y
A m e s , B . N . , ( 1 9 7 1 ) . T h e d e t e c t i o n o f c h e m i c a l m u t a g e n s w i t h
e n t e r i c b a c t e r i a . I n C h e m i c a l M u t a g e n s , P r i n c i p l e s , a n d
M e t h o d s f o r t h e i r D e t e c t i o n , e d . A . H o l l a e n d e r . 2 6 7 - 2 8 2 .
N e w Y o r k : P l e n u m P r e s s .
A m e s , B . N . , W . E . D u r s t o n , E . Y a m a s a k i , a n d F . D . L e e , ( 1 9 7 3 a ) .
C a r c i n o g e n s a r e m u t a g e n s : A s i m p l e t e s t s y s t e m c o m b i n i n g
l i v e r h o m o g e n a t e s f o r a c t i v a t i o n a n d b a c t e r i a f o r d e t e c t i o n .
P r o c . N a t . A c a d . S c i U S A
,
7 0 : 2 2 8 1 - 2 2 8 5 .
A m e s
,
B . N .
,
F
. D . L e e , a n d W . E . D u r s t o n , ( 1 9 7 3 b ) . A n i m p r o v e d
b a c t e r i a l t e s t s y s t e m f o r t h e d e t e c t i o n a n d c l a s s i f i c a t i o n o f
m u t a g e n s a n d c a r c i n o g e n s . P r o c . N a t . A c a d . S c i . U S A ,
7 0 : 7 8 2 - 7 8 6 .
A m e s , B . N . a n d J . M c C a n n , ( 1 9 8 1 ) . V a l i d a t i o n o f t h e
S a l m o n e l l a t e s t : a r e p l y t o R i n k u s a n d L e g a t o r . C a n c e r R e s . ,
4 1 : 4 1 9 2 - 4 1 9 6 .
A m e s
,
B . N
. , J . M c C a n n , a n d E . Y a m a s a k i , ( 1 9 7 5 ) . M e t h o d s f o r
d e t e c t i n g c a r c i n o g e n s a n d m u t a g e n s w i t h t h e S a l m o n e l l a /
m a m m a l i a n - m i c r o s o m e m u t a g e n i c i t y t e s t . M u t a t . R e s . ,
3 1 : 3 4 7 - 3 6 4 .




M . A . Q u i l l i a m , B . E . M c C a r r y , D . W . B r y a n t , a n d
D . R . M c C a l l a
, ( 1 9 8 6 ) . I d e n t i f i c a t i o n o f t h e D N A a d d u c t f o r m e d
b y m e t a b o l i s m o f 1 , 8 - d i n i t r o p y r e n e i n S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m .
C a r c i n o g e n e s i s . 7 : 1 0 5 - 1 1 0 .
A r e y , J . , B . Z i e l i n s k a , W . P . H a r g e r , a n d R . A t k i n s o n , ( 1 9 8 8 ) .
T h e c o n t r i b u t i o n o f n i t r o f l u o r a n t h e n e s a n d n i t r o p y r e n e s t o t h e
m u t a g e n i c a c t i v i t y o f a m b i e n t p a r t i c u l a t e o r g a n i c m a t t e r
c o l l e c t e d i n s o u t h e r n C a l i f o r n i a . M u t a t . R e s . , 2 0 7 : 4 5 - 5 1 .
1 5 0
B a l l
,
L . M .
,
M . J . K o h a n
,
L . D . C l a x t o n
,
a n d J . L e w t a s , ( 1 9 8 4 a ) .
M u t a g e n i c i t y o f d e r i v a t i v e s a n d m e t a b o l i t e s o f 1 - n i t r o p y r e n e :
A c t i v a t i o n b y r a t l i v e r S 9 a n d b a c t e r i a l e n z y m e s . M u t a t . R e s . .
1 3 8 : 1 1 3 - 1 2 5 .
B a l l , L . M . , M . J . K o h a n , J . P . I n m o n , L . D . C l a x t o n , a n d J .
L e w t a s , ( 1 9 8 4 b ) . M e t a b o l i s m o f 1 - n i t r o [
^ *
C ] p y r e n e i n v i v o i n
t h e r a t a n d m u t a g e n i c i t y o f u r i n a r y m e t a b o l i t e s .
C a r c i n o c r e n e s i s , 5 : 1 5 5 7 - 1 5 6 4 .
B a l l
,
L . M .
,
M . J . K o h a n
,
K . W i l l i a m s
,
M . G . N i s h i o k a
,
A . G o l d
,
a n d J . L e w t a s
, ( 1 9 8 5 ) . M e t a b o l i s m a n d a c t i v a t i o n p a t h w a y s o f
t h e e n v i r o n m e n t a l m u t a g e n 3
- n i t r o f l u o r a n t h e n e . I n P o l y n u c l e a r
A r o m a t i c H y d r o c a r b o n s : T e n t h I n t e r n a t i o n a l S y m p o s i u m o n A
D e c a d e o f P r o g r e s s , e d . M . W . C o o k e a n d A . J . D e n n i s . 5 9 - 7 0 .
C o l u m b u s
,
O h i o : B a t t e l l e P r e s s .
B a l l
,
L . M .
,
J . J . R a f t e r
,
J . - A . G u s t a f s s o n
,
B . - E . G u s t a f s s o n
,
M . J . K o h a n
,
a n d J . L e w t a s , ( 1 9 9 1 ) . F o r m a t i o n o f m u t a g e n i c
u r i n a r y m e t a b o l i t e s f r o m 1
- n i t r o p y r e n e i n g e r m
- f r e e a n d
c o n v e n t i o n a l r a t s : r o l e o f t h e g u t f l o r a . C a r c i n o c r e n e s i s ,
1 2 : 1 - 5 .
B a l l
,
L . M .
,
K . W i l l i a m s
,
M . J . K o h a n
,
a n d J . L e w t a s
, ( 1 9 8 6 ) .
S 9 - D e p e n d e n t a c t i v a t i o n o f 1
- n i t r o p y r e n e a n d 3 - n i t r o
-
f l u o r a n t h e n e i n b a c t e r i a l m u t a g e n i c i t y a s s a y s . I n B i o l o g i c a l
R e a c t i v e I n t e r m e d i a t e s I I I , e d . J . J . K o c s i s , D . J . J o l l o w , C M .
W i t m e r , J . O . N e l s o n , a n d R . S y n d e r . 7 8 1
- 7 8 8 . P l e n u m P u b l i s h i n g
C o r p .
B a u e r , S . L . a n d P . C . H o w a r d , ( 1 9 9 1 ) . K i n e t i c s a n d c o - f a c t o r
r e q u i r e m e n t s f o r t h e n i t r o r e d u c t i v e m e t a b o l i s m o f 1
- n i t r o ¬
p y r e n e a n d 3
- n i t r o f l u o r a n t h e n e b y r a b b i t l i v e r a l d e h y d e
o x i d a s e . C a r c i n o g e n e s i s , 1 2 : 1 5 4 5 - 1 5 4 9 .
B e l a n d , F . A . , R . H . H e f l i c h , P . C . H o w a r d , a n d P . P . F u , ( 1 9 8 5 ) .
T h e i n v i t r o m e t a b o l i c a c t i v a t i o n o f n i t r o p o l y c y c l i c a r o m a t i c
h y d r o c a r b o n s . I n P o l y c y c l i c H y d r o c a r b o n s a n d C a r c i n o g e n e s i s ,
e d . R . G . H a r v e y . 3 7 1
- 3 9 6 . W a s h i n g t o n , D . C . : A m e r i c a n C h e m i c a l
S o c i e t y .
1 5 1
B e l i s a r i o , M . A . , R . P e c c e , R . D . M o r t e , A . R . A r e n a , A .
C e c i n a t o , P . C i c c i o l i , a n d N . S t a i a n o , ( 1 9 9 0 ) .
C h a r a c t e r i z a t i o n o f o x i d a t i v e a n d r e d u c t i v e m e t a b o l i s m i n
v i t r o o f n i t r o f l u o r a n t h e n e s b y r a t l i v e r e n z y m e s .
C a r c i n o g e n e s i s . 1 1 : 2 1 3 - 2 1 8 .
B e r r y , D . L . , G . M . S c h o o f s , a n d W . A . V a n c e , ( 1 9 8 5 ) .
M u t a g e n i c i t y o f n i t r o f l u o r a n t h e n e s , 3
- a m i n o f l u o r a n t h e n e a n d
1 - n i t r o p y r e n e i n C h i n e s e h a m s t e r V 7 9 c e l l s . C a r c i n o g e n e s i s ,
6 : 1 4 0 3 - 1 4 0 7 .
B o n d , J . A . , M . A . M e d i n s k y , a n d J . S . D u t c h e r , ( 1 9 8 4 ) .
M e t a b o l i s m o f 1 - [ ^ ^ C ] n i t r o p y r e n e i n i s o l a t e d p e r f u s e d r a t
l i v e r s . T o x i c o l . A p p l . P h a r m a c o l . , 7 5 : 5 3 1 - 5 3 8 .
B r o r s t r o m , E . , P . G r e n n f e l t , A . L i n d s k o g , A . S j o d i n , a n d
T . N i e l s e n , ( 1 9 8 3 ) . T r a n s f o r m a t i o n o f p o l y c y c l i c a r o m a t i c
h y d r o c a r b o n s d u r i n g s a m p l i n g i n a m b i e n t a i r b y e x p o s u r e t o
d i f f e r e n t o x i d i z e d n i t r o g e n c o m p o u n d s a n d o z o n e . I n
P o l y n u c l e a r A r o m a t i c H y d r o c a r b o n s : F o r m a t i o n , P r e s e n c e a n d
M e t a b o l i s m , e d . M . C o o k e a n d A . J . D e n n i s . 2 0 1 - 2 1 0 . C o l u m b u s ,
O H : B a t t e l l e P r e s s .
B r y a n t , D . W . , D . R . M c C a l l a , P . L u l t s c h i k , M . A . Qu i l l i a m , a n d
B . E . M c C a r r y , ( 1 9 8 4 ) . M e t a b o l i s m o f 1 , 8 - d i n i t r o p y r e n e b y
S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m . C h e m .
- B i o l . I n t e r a c t . , 4 9 : 3 5 1 - 3 6 8 .
C h o u , M . W . , R . H . H e f l i c h , a n d P . P . F u , ( 1 9 8 5 ) . M u l t i p l e
m e t a b o l i c p a t h w a y s f o r t h e m u t a g e n i c a c t i v a t i o n o f
3 - n i t r o b e n z o [ a ] p y r e n e . C a r c i n o g e n e s i s , 6 : 1 2 3 5 - 1 2 3 8 .
C h o u , M . W . , B . W a n g , L . S . V o n T u n g e l n , F . A . B e l a n d , a n d P . P .
F u
, ( 1 9 8 7 ) . I n d u c t i o n o f r a t h e p a t i c c y t o c h r o m e P - 4 5 0 b y
e n v i r o n m e n t a l n i t r o p o l y c y c l i c a r o m a t i c h y d r o c a r b o n s . B i o c h e m .
P h a r m a c o l . . 3 6 : 2 4 4 9 - 2 4 5 4 .
C l a x t o n
,
L . D .
,
M . K o h a n
,
A . C . A u s t i n
,
a n d C . E v a n s , ( 1 9 8 2 ) .
T h e G e n e t i c B i o a s s a v B r a n c h p r o t o c o l f o r b a c t e r i a l m u t a g e n e s i s
i n c l u d i n g s a f e t y a n d q u a l i t y a s s u r a n c e p r o c e d u r e s . U . S .
E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y , R e s e a r c h T r i a n g l e P a r k , N C .
E P A - 6 0 0 / 2 - 8 2 - 0 0 8 .
1 5 2
C o l v e r t , K . K . a n d P . P . F u , ( 1 9 8 6 ) . X a n t h i n e o x i d a s e - c a t a l y z e d
D N A b i n d i n g o f d i h y d r o d i o l d e r i v a t i v e s o f n i t r o
-
p o l y c y c l i c
a r o m a t i c h y d r o c a r b o n s . B i o c h e m . B i o p h y s . R e s . C o m m u n . ,
1 4 1 : 2 4 5 - 2 5 0 .
C o n s o l o , M . C . , M . A n d e r s , a n d P . C . H o w a r d , ( 1 9 8 9 ) .
M u t a g e n i c i t y o f t h e p h e n o l i c m i c r o s o m a l m e t a b o l i t e s o f
3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e a n d 1 - n i t r o p y r e n e i n s t r a i n s o f S a l m o n e l l a
t y p h i m u r i u m . M u t a t . R e s . . 2 1 0 : 2 6 3
- 2 6 9 .
D e P i e r r e , J . W . a n d L . E r n s t e r , ( 1 9 7 8 ) . T h e m e t a b o l i s m o f
p o l y c y c l i c a r o m a t i c h y d r o c a r b o n s a n d i t s r e l a t i o n s h i p t o
c a n c e r . B i o c h i m . B i o p h y s . A c t a , 4 7 3 : 1 4 9
- 1 8 6
.
D i e t r i c h , A . M . , ( 1 9 8 7 ) . " M a s s s p e c t r o m e t r i c c h a r a c t e r i z a t i o n
o f D N A a d d u c t s f o r m e d f r o m 3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e . " P h . D .
D i s s e r t a t i o n , U n i v e r s i t y o f N o r t h C a r o l i n a a t C h a p e l H i l l ,
C h a p e l H i l l , N C .
D i e t r i c h
,
A . M . , C . R . G u e n a t , K . B . T o m e r , a n d L . M . B a l l ,
( 1 9 8 8 ) . I d e n t i f i c a t i o n a n d c h a r a c t e r i z a t i o n o f t h e m a j o r D N A
a d d u c t f o r m e d c h e m i c a l l y a n d i n v i t r o f r o m t h e e n v i r o n m e n t a l
g e n o t o x i n 3
- n i t r o f l u o r a n t h e n e . C a r c i n o g e n e s i s , 9 : 2 1 1 3 - 2 1 1 9 .
D j u r i c , Z . , E . K . F i f e r , a n d F . A . B e l a n d , ( 1 9 8 5 ) . A c e t y l
c o e n z y m e A
- d e p e n d e n t b i n d i n g o f c a r c i n o g e n i c a n d m u t a g e n i c
d i n i t r o p y r e n e s t o D N A . C a r c i n o g e n e s i s . 6 : 9 4 1
- 9 4 4 .
D j u r i c , Z . , E . K . F i f e r , P . C . H o w a r d , a n d F . A . B e l a n d , ( 1 9 8 6 a ) .
O x i d a t i v e m i c r o s o m a l m e t a b o l i s m o f 1 - n i t r o p y r e n e a n d
D N A - b i n d i n g o f o x i d i z e d m e t a b o l i t e s f o l l o w i n g n i t r o r e d u c t i o n .
C a r c i n o g e n e s i s , 7 : 1 0 7 3 - 1 0 7 9 .
D j u r i c , Z . , R . H . H e f l i c h , E . K . F i f e r , a n d F . A . B e l a n d ,
( 1 9 8 6 b ) . M e t a b o l i c a c t i v a t i o n o f m u t a g e n i c a n d t u m o r i g e n i c
d i n i t r o p y r e n e s . I n B i o c h e m i c a l a n d M o l e c u l a r E p i d e m i o l o g y o f
C a n c e r
,
e d . C . H a r r i s . 4 4 1 - 4 4 7 . N e w Y o r k
,
N Y : A l a n R . L i s s .
D j u r i c , Z . , D . W . P o t t e r , R . H . H e f l i c h , a n d F . A . B e l a n d ,
( 1 9 8 6 c ) . A e r o b i c a n d a n a e r o b i c r e d u c t i o n o f n i t r a t e d p y r e n e s
i n v i t r o . C h e m . B i o l . I n t e r a c t . , 5 9 : 3 0 9 - 3 2 4 .
1 5 3
E d w a r d s
,
M . J . , S . B a t m a n g h e l i c h , S . E d w a r d s , J . M . P a r r y , a n d
K . S m i t h
, ( 1 9 8 6 ) . T h e i n d u c t i o n o f D N A a d d u c t s i n m a m m a l i a n
c e l l s e x p o s e d t o 1
- n i t r o p y r e n e a n d i t s n i t r o
- r e d u c e d
d e r i v a t i v e s . M u t a g e n e s i s , 1 : 3 4 7 - 3 5 2 .
E l - B a y o u m y , K . a n d S . S . H e c h t , ( 1 9 8 3 ) . I d e n t i f i c a t i o n a n d
m u t a g e n i c i t y o f m e t a b o l i t e s o f 1
- n i t r o p y r e n e f o r m e d b y r a t
l i v e r . C a n c e r R e s . , 4 3 : 3 1 3 2 - 3 1 3 7 .
E l - B a y o u m y , K . a n d S . S . H e c h t , ( 1 9 8 4 ) . M e t a b o l i s m o f
1 - N i t r o [U - 4 , 5 , 9 , 1 0 -
^ *
C ] p y r e n e i n t h e F 3 4 4 R a t . C a n c e r R e s . ,
4 4 : 4 3 1 7 - 4 3 2 2 .
E l - B a y o u m y , K . , S . S . H e c h t , a n d D . H o f f m a n , ( 1 9 8 2 ) .
C o m p a r a t i v e t u m o r i n i t i a t i n g a c t i v i t y o n m o u s e s k i n o f
6 - n i t r o b e n z o [ a ] p y r e n e , 6 - n i t r o c h r y s e n e , 3 - n i t r o p e r y l e n e ,
1 - n i t r o p y r e n e , a n d t h e i r p a r e n t h y d r o c a r b o n s . C a n c e r L e t t . ,
1 6 : 3 3 3 - 3 3 7 .
E l - B a y o u m y , K . , S . S . H e c h t , T . S a c k l , a n d G . D . S t o n e r , ( 1 9 8 4 ) .
T u m o r i g e n i c i t y a n d m e t a b o l i s m o f 1
- n i t r o p y r e n e i n A / J m i c e .
C a r c i n o g e n e s i s , 5 : 1 1 4 9 - 1 4 5 2 .
E l - B a y o u m y , K . , A . R i v e n s o n , B . J o h n s o n , J . D i B e l l o , P .
L i t t l e , a n d S . S . H e c h t , ( 1 9 8 8 ) . C o m p a r a t i v e t u m o r i g e n i c i t y o f
1 - n i t r o p y r e n e , 1
- n i t r o s o p y r e n e , a n d 1
- a m i n o p y r e n e a d m i n i s t e r e d
b y g a v a g e t o S p r a g u e
- D a w l e y r a t s . C a n c e r R e s . , 4 8 : 4 2 5 6 - 4 2 6 0 .
F i f e r
,
E . K .
,
R . H . H e f l i c h , A . D j u r i c , P . C . H o w a r d , a n d F . A .
B e l a n d
, ( 1 9 8 5 ) , S y n t h e s i s a n d m u t a g e n i c i t y o f s u s p e c t e d
i n t e r m e d i a t e s i n t h e n i t r o r e d u c t i o n o f 1 , 6 - a n d 1 , 8 -
d i n i t r o p y r e n e . P r o c . A m . A s s o c . C a n c e r R e s . , 2 6 : 9 2 .
F i f e r , E . K . , R . H . H e f l i c h , Z . D j u r i c , P . C . H o w a r d , a n d F . A .
B e l a n d , ( 1 9 8 6 ) . S y n t h e s i s a n d m u t a g e n i c i t y o f 1 - n i t r o -
6 - n i t r o s o p y r e n e a n d l
- n i t r o - 8 - n i t r o s o p y r e n e , p o t e n t i a l
i n t e r m e d i a t e s i n t h e m e t a b o l i c a c t i v a t i o n o f 1 , 6 - a n d
1
,
8 - d i n i t r o p y r e n e . C a r c i n o g e n e s i s , 7 : 6 5
- 7 0 .
F i n l a y s o n
- P i t t s
,
B . J . a n d J . N . P i t t s J r .
, ( 1 9 8 6 ) . A t m o s p h e r i c
C h e m i s t r y : F u n d a m e n t a l s a n d E x p e r i m e n t a l T e c h n i q u e s . N e w




P . P . , ( 1 9 9 0 ) . M e t a b o l i s m o f n i t r o - p o l y c y c l i c a r o m a t i c
h y d r o c a r b o n s . D r u g M e t a b . R e v . , 2 2 : 2 0 9
- 2 6 8 .
F u
,
P . P . , M . W . C h o u , a n d F . A . B e l a n d , ( 1 9 8 8 ) . E f f e c t s o f
n i t r o s u b s t i t u t i o n o n t h e i n v i t r o m e t a b o l i c a c t i v a t i o n o f
p o l y c y c l i c a r o m a t i c h y d r o c a r b o n s . I n P o l y c y c l i c A r o m a t i c
H y d r o c a r b o n C a r c i n o g e n e s i s : S t r u c t u r e - A c t i v i t y R e l a t i o n s h i p s ,
e d
.
S . K . Y a n g a n d B . D . S i l v e r m a n . 3 7
- 6 5 . B o c a R a t o n
,
F L :
C R C P r e s s .
F u , P . P . , R . H . H e f l i c h , L . S . V o n T u n g e l n , D . T . C . Y a n g , E . K .
F i f e r
,
a n d F . A . B e l a n d
, ( 1 9 8 6 ) . E f f e c t o f t h e n i t r o g r o u p
c o n f o r m a t i o n o n t h e r a t l i v e r m i c r o s o m a l m e t a b o l i s m a n d
b a c t e r i a l m u t a g e n i c i t y o f 2 - a n d 9 - n i t r o a n t h r a c e n e .
C a r c i n o g e n e s i s , 7 : 1 8 1 9 - 1 8 2 7 .
G i b s o n
,
T . L .
, ( 1 9 8 2 ) . N i t r o d e r i v a t i v e s o f p o l y n u c l e a r
a r o m a t i c h y d r o c a r b o n s i n a i r b o r n e a n d s o u r c e p a r t i c u l a t e
m a t t e r . A t m o s . E n v i r o n . . 1 6 : 2 0 3 7 - 2 0 4 0 .
G i b s o n , T . L . , ( 1 9 8 3 ) . S o u r c e s o f d i r e c t - a c t i n g n i t r o a r e n e
m u t a g e n s i n a i r b o r n e p a r t i c u l a t e m a t t e r . M u t a t . R e s . ,
1 2 2 : 1 1 5 - 1 2 1 .




G . L o f r o t h , L . N i l s s o n , R . T o f t g a r d , J .
C a r l s t e d t - D u k e
,
a n d J . G u s t a f s s o n , ( 1 9 8 5 ) . N i t r o a r e n e s :
M u t a g e n i c i t y i n t h e A m e s S a l m o n e l l a / m i c r o s o m e a s s a y a n d
a f f i n i t y o f t h e T C D D
- r e c e p t o r p r o t e i n . I n T o x i c i t y o f
N i t r o a r o m a t i c C o m p o u n d s , e d . D . E . R i c k e r t . 1 6 7 - 1 8 3 . N e w Y o r k :
H e m i s p h e r e .
H e f l i c h , R . H . , E . K . F i f e r , Z . D j u r i c , a n d F . A . B e l a n d ,
( 1 9 8 5 a ) . D N A a d d u c t f o r m a t i o n a n d m u t a t i o n i n d u c t i o n b y
n i t r o p y r e n e s i n S a l m o n e l l a a n d C h i n e s e h a m s t e r o v a r y c e l l s :
r e l a t i o n s h i p w i t h n i t r o r e d u c t i o n a n d a c e t y l a t i o n . E n v i r o n .
H e a l t h P e r s p e c t . , 6 2 : 1 3 5 - 1 4 3 .
H e f l i c h , R . H . , N . H . F u l l e r t o n , a n d F . A . B e l a n d , ( 1 9 8 6 ) . A n
e x a m i n a t i o n o f t h e w e a k m u t a g e n i c r e s p o n s e o f 1 - n i t r o p y r e n e i n
C h i n e s e h a m s t e r o v a r y c e l l s . M u t a t . R e s . , 1 6 1 : 9 9 - 1 0 8 .
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H e f l i c h , R . H . , P . C . H o w a r d , a n d F . A . B e l a n d , ( 1 9 8 5 b ) .
1 - N i t r o s o p y r e n e : A n i n t e r m e d i a t e i n t h e m e t a b o l i c a c t i v a t i o n
o f 1 - n i t r o p y r e n e t o a m u t a g e n i n S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m
T A 1 5 3 8 . M u t a t . R e s . . 1 4 9 : 2 5 - 3 2 .
H e f l i c h , R . H . , J . R . T h o r n t o n
- M a n n i n g , T . K i n o u c h i , a n d F . A .
B e l a n d , ( 1 9 9 0 ) . M u t a g e n i c i t y o f o x i d i z e d m e t a b o l i t e s o f
1 - n i t r o p y r e n e i n C h i n e s e h a m s t e r o v a r y c e l l s . M u t a g e n e s i s ,
5 : 1 5 1 - 1 5 7 .
H e m m i n k i , K . , ( 1 9 8 3 ) . N u c l e i c a c i d a d d u c t s o f c h e m i c a l
c a r c i n o g e n s a n d m u t a g e n s . A r c h . T o x i c o l . , 5 2 : 2 4 9
- 2 8 5 .
H i r o s e , M . , M . S . L e e , C . Y . W a n g , a n d C M . K i n g , ( 1 9 8 4 )
I n d u c t i o n o f r a t m a m m a r y g l a n d t u m o r s b y 1
- n i t r o p y r e n e ,
a r e c e n t l y r e c o g n i z e d e n v i r o n m e n t a l m u t a g e n . C a n c e r R e s . .
4 4 : 1 1 5 8 - 1 1 6 2 .
H o d g s o n , E . a n d P . E . L e v i , ( 1 9 8 7 ) . A T e x t b o o k o f M o d e r n
T o x i c o l o g y . N e w Y o r k : E l s e v i e r S c i e n c e P u b l i s h i n g C o . , I n c .
H o r i k a w a , K . , N . S e r a , T . O t o f u j i , K . M u r a k a m i , H . T o k i w a ,
M . I w a g a w a , K . I z u m i , a n d H . O t s u k a , ( 1 9 9 1 ) . P u l m o n a r y
c a r c i n o g e n i c i t y o f 3 , 9
- a n d 3
,
7 - d i n i t r o f l u o r a n t h e n e
,
3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e a n d b e n z o [ a ] p y r e n e i n F 3 4 4 r a t s .
C a r c i n o g e n e s i s , 1 2 : 1 0 0 3 - 1 0 0 7 .
H o w a r d , P . C , T , A o y a m a , S . L . B a u e r , H . V . G e l b o i n , a n d F . J .
G o n z a l e z , ( 1 9 9 0 ) . T h e m e t a b o l i s m o f 1 - n i t r o p y r e n e b y h u m a n
c y t o c h r o m e s P 4 5 0 . C a r c i n o g e n e s i s , 1 1 : 1 5 3 9
- 1 5 4 2 .
H o w a r d
,
P . C . a n d F . B e l a n d
, ( 1 9 8 2 ) . X a n t h i n e o x i d a s e
c a t a l y z e d b i n d i n g o f 1
-
n i t r o p y r e n e t o D N A . B i o c h e m . B i o p h y s .
R e s . C o m m . , 1 0 4 : 7 2 7 - 7 3 2 .




F . A . B e l a n d
,
a n d C E . C e r n i g l i a , ( 1 9 8 3 a ) .
R e d u c t i o n o f t h e c a r c i n o g e n 1
- n i t r o p y r e n e t o 1
- a m i n o p y r e n e b y
r a t i n t e s t i n a l b a c t e r i a . C a r c i n o g e n e s i s , 4 : 9 8 5 - 9 9 0 .
H o w a r d , P . C , T . J . F l a m m a n g , a n d F . A . B e l a n d , ( 1 9 8 5 ) .
C o m p a r i s o n o f t h e i n v i t r o a n d i n v i v o h e p a t i c m e t a b o l i s m o f
t h e c a r c i n o g e n 1
- n i t r o p y r e n e . C a r c i n o g e n e s i s , 6 : 2 4 3 - 2 4 9 .
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H o w a r d , P . C . , R . H . H e f l i c h , F . E . E v a n s , a n d F . A . B e l a n d ,
( 1 9 8 3 b ) . F o r m a t i o n o f D N A a d d u c t s i n v i t r o a n d i n S a l m o n e l l a
t y p h i m u r i u m u p o n m e t a b o l i c r e d u c t i o n o f t h e e n v i r o n m e n t a l
m u t a g e n 1
- n i t r o p y r e n e . C a n c e r R e s . , 4 3 : 2 0 5 2
- 2 0 5 8 .
H o w a r d , P . C . , G . D . M a t e e s c u , a n d M . C . C o n s o l o , ( 1 9 8 8 ) . L i v e r
m i c r o s o m a l m e t a b o l i s m o f t h e e n v i r o n m e n t a l c a r c i n o g e n
3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e . I . P h e n o l i c m e t a b o l i t e s . C a r c i n o g e n e s i s ,
9 : 9 1 1 - 9 1 7 .




M . H i r o s e
,
M . - S . L e e
,
C . Y . W a n g , a n d C M . K i n g ,
( 1 9 8 5 ) . C o m p a r a t i v e c a r c i n o g e n i c i t i e s o f 1 - , 2 - , a n d
4 - n i t r o p y r e n e s ( N P ) a n d s t r u c t u r a l l y r e l a t e d c o m p o u n d s f o r
f e m a l e C D r a t s f o l l o w i n g i n t r a p e r i t o n e a l i n j e c t i o n . P r o c . A m .
A s s o c . C a n c e r R e s . , 2 6 : 9 3 .
I m a i d a , K . , M . H i r o s e , L . T a y , M . - S . L e e , C . Y . W a n g , a n d C M .
K i n g , ( 1 9 9 1 ) . C o m p a r a t i v e c a r c i n o g e n i c i t i e s o f 1 - , 2 - , a n d
4 - n i t r o p y r e n e a n d s t r u c t u r a l l y
- r e l a t e d c o m p o u n d s i n t h e f e m a l e
C D r a t . C a n c e r R e s . , 5 1 : 2 9 0 2 - 2 9 0 7 ,
I s o n o
,
K . a n d J . Y o u r n o
, ( 1 9 7 4 ) . C h e m i c a l c a r c i n o g e n s a s
f r a m e s h i f t m u t a g e n s : S a l m o n e l l a D N A s e q u e n c e s e n s i t i v e t o
m u t a g e n e s i s b y p o l y c y c l i c c a r c i n o g e n s . P r o c . N a t l . A c a d . S c i .
U S A
,
7 1 : 1 6 1 2 - 1 6 1 7 .
J e n s e n , T . E . , J . P . O . R i c h e r t , A . C C l e a r y , D . L . L a C o u r s e , a n d
R . A . G o r s e J r . , ( 1 9 8 6 ) . 1 - N i t r o p y r e n e i n u s e d d i e s e l e n g i n e
o i l . J . A i r P o l l u t . C o n t r o l A s s o c . 3 6 : 1 2 5 5 - 1 2 5 6 .
J o s e p h y , P . D . , A . L . H . C h i u , a n d T . E l i n g , ( 1 9 8 9 ) .
P r o s t a g l a n d i n H s y n t h a s e - d e p e n d e n t m u t a g e n i c a c t i v a t i o n o f
b e n z i d i n e i n a S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m A m e s t e s t e r s t r a i n
p o s s e s s i n g e l e v a t e d N - a c e t y l t r a n s f e r a s e l e v e l s . C a n c e r R e s . ,
4 9 : 8 5 3 - 8 5 6 .
K a r p i n s k y , G . E . , E . G . M c C o y , a n d H . S . R o s e n k r a n z , ( 1 9 8 2 ) . T h e
c h e m i c a l a c t i v a t i o n o f n o n - m u t a g e n i c n i t r a t e d p o l y c y c l i c
a r o m a t i c h y d r o c a r b o n s t o m u t a g e n s . M u t a t . R e s . . 9 2 : 2 9 - 3 7 .
K a t a o k a , K . , T . K i n o u c h i , a n d Y . O h n i s h i , ( 1 9 9 1 ) . S p e c i e s
d i f f e r e n c e s i n m e t a b o l i c a c t i v a t i o n a n d i n a c t i v a t i o n o f
1 - n i t r o p y r e n e i n t h e l i v e r . C a n c e r R e s . , 5 1 : 3 9 1 9 - 3 9 2 4 .
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K h a n
,
W . A .
,
P . A s o k a n
,
S . S . P a r k
,
H . V . G e l b o i n
,
D . R . B i c k e r s
,
a n d H . M u k h t a r
, ( 1 9 8 7 ) . U s e o f m o n o c l o n a l a n t i b o d i e s t o
c h a r a c t e r i z e t h e i n d u c t i o n r e s p o n s e o f t h e c y t o c h r o m e P
- 4 5 0 -
d e p e n d e n t m i x e d f u n c t i o n o x i d a s e s y s t e m t o n i t r o f l u o r a n t h e n e s .
C a r c i n o g e n e s i s , 8 : 1 6 7 9 - 1 6 8 4 .
K i n g , L . C . , L . M . B a l l , M . J a c k s o n , J . P . I n m o n , a n d J . L e w t a s ,
( 1 9 8 6 ) . M e t a b o l i s m o f 1 - n i t r o p y r e n e b y c u l t u r e d r a b b i t
a l v e o l a r m a c r o p h a g e s a n d r e s p i r a t o r y t r a c t t i s s u e s . T o x i c o l .
A p p l . P h a r m a c o l . , 8 2 : 2 9 2
- 3 0 0 .
K i n g , L . C , M . J a c k s o n , L . M . B a l l , a n d J . L e w t a s , ( 1 9 8 7 ) .
M e t a b o l i s m a n d D N A b i n d i n g o f 1
- n i t r o [ '
' ^ C ] p y r e n e b y i s o l a t e d
r a b b i t t r a c h e a l e p i t h e l i a l c e l l s . C a r c i n o g e n e s i s , 8 : 6 7 5 - 6 8 2 .
K i n g , L . C . , K . L o u d , S . B . T e j a d a , M . J . K o h a n , a n d J . L e w t a s ,
( 1 9 8 3 ) . E v a l u a t i o n o f t h e r e l e a s e o f m u t a g e n s a n d
1 - n i t r o p y r e n e f r o m d i e s e l p a r t i c l e s i n t h e p r e s e n c e o f l u n g
m a c r o p h a g e s i n c u l t u r e . E n v i r o n . M u t a g e n . , 5 : 5 7 7
- 5 8 8 .




H . T s u t s u i
,
a n d Y . O h n i s h i
, ( 1 9 8 6 ) . D e t e c t i o n
o f 1 - n i t r o p y r e n e i n y a k i t o r i ( g r i l l e d c h i c k e n ) . M u t a t . R e s . ,
1 7 1 : 1 0 5 - 1 1 3 .
K l o e t z e l
,
M . C . , W . K i n g , a n d J . M . M e n k e s , ( 1 9 5 5 ) .
F l u o r a n t h e n e d e r i v a t i v e s : I I I . 2 - N i t r o f l u o r a n t h e n e a n d
2 - a m i n o f l u o r a n t h e n e . J . A m e r . C h e m . S o c . . 7 8 : 1 1 6 5 - 1 1 6 9 .
K l o p m a n , G . a n d H . S . R o s e n k r a n z , ( 1 9 8 4 ) . S t r u c t u r a l
r e q u i r e m e n t s f o r t h e m u t a g e n i c i t y o f e n v i r o n m e n t a l
n i t r o a r e n e s . M u t a t . R e s .
,
1 2 6 : 2 2 7 - 2 3 8 .
L o f r o t h , G . , ( 1 9 8 1 ) . S a l m o n e l l a / m i c r o s o m e m u t a g e n i c i t y a s s a y s
o f e x h a u s t f r o m d i e s e l a n d g a s o l i n e p o w e r e d m o t o r v e h i c l e s .
E n v i r o n . I n t .
,
5 : 2 5 5 - 2 6 2 .
M a i l i n g , H . V . , ( 1 9 7 1 ) . D i m e t h y l n i t r o s a m i n e : f o r m a t i o n o f
m u t a g e n i c c o m p o u n d s b y i n t e r a c t i o n w i t h m o u s e l i v e r
m i c r o s o m e s . M u t a t . R e s . , 1 3 : 4 2 5 - 4 2 9 .
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T . K i n o u c h i , K . W a k i s a k a , I . T a h a r a , a n d Y .
O h n i s h i
, ( 1 9 8 4 ) . M u t a g e n i c 1 - n i t r o p y r e n e i n w a s t e w a t e r f r o m
o i l - w a t e r s e p a r a t i n g t a n k s o f g a s o l i n e s t a t i o n s a n d i n u s e d
c r a n k c a s e o i l . E n v i r o n . M u t a g e n . , 6 : 6 6 9 - 6 8 1 .
M a r o n , D . M . a n d B . N . A m e s , ( 1 9 8 3 ) . R e v i s e d m e t h o d s f o r t h e
S a l m o n e l l a m u t a g e n i c i t y t e s t . M u t a t . R e s . , 1 1 3 : 1 7 3
- 2 1 5 .
M c C a n n , J . , E . C h o i , E . Y a m a s a k i , a n d B . N . A m e s , ( 1 9 7 5 )
D e t e c t i o n o f c a r c i n o g e n s a s m u t a g e n s i n t h e S a l m o n e l l a /
m i c r o s o m e t e s t : A s s a y o f 3 0 0 c h e m i c a l s . P r o c . N a t . A c a d . S c i
U S A , 7 2 : 5 1 3 5 - 5 1 3 9 .
M c C o y , E . C . , M . A n d e r s , a n d H . S . R o s e n k r a n z , ( 1 9 8 3 ) . T h e
b a s i s o f t h e i n s e n s i t i v i t y o f S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m s t r a i n
T A 9 8 / 1 , S - D N P g t o t h e m u t a g e n i c a c t i o n o f n i t r o a r e n e s . M u t a t .
R e s . . 1 2 1 : 1 7 - 2 3 .
M c C o y , E . C . , G . D . M c C o y , a n d H . S . R o s e n k r a n z , ( 1 9 8 2 ) .
E s t e r i f i c a t i o n o f a r y l h y d r o x y l a m i n e s : E v i d e n c e f o r a s p e c i f i c
g e n e p r o d u c t i n m u t a g e n e s i s . B i o c h e m . B i o p h y s . R e s . C o m m . ,
1 0 8 : 1 3 6 2 - 1 3 6 7 .
M c C o y , E . C . , H . S . R o s e n k r a n z , a n d R . M e r ra e l s t e i n , ( 1 9 8 1 ) .
E v i d e n c e f o r t h e e x i s t e n c e o f a f a m i l y o f b a c t e r i a l
n i t r o r e d u c t a s e s c a p a b l e o f a c t i v a t i n g n i t r a t e d p o l y c y c l i c s t o
m u t a g e n s . E n v i r o n . M u t a g e n . , 3 : 4 2 1
- 4 2 7 .
M e r m e l s t e i n , R . , D . K . K i r i a z i d e s , M . B u t l e r , E . G . M c C o y , a n d
H . S . R o s e n k r a n z , ( 1 9 8 1 ) . T h e e x t r a o r d i n a r y m u t a g e n i c i t y o f
n i t r o p y r e n e s i n b a c t e r i a . M u t a t . R e s . , 8 9 : 1 8 7 - 1 9 6 .
M e s s i e r , P . , C . L u , P . A n d r e w s , B . E . M c C a r r y , M . A . Q u i l l i a m ,
a n d D . R . M c C a l l a , ( 1 9 8 1 ) . M e t a b o l i s m o f 1 - n i t r o p y r e n e a n d
f o r m a t i o n o f D N A a d d u c t s i n S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m .
C a r c i n o g e n e s i s , 2 : 1 0 0 7 - 1 0 1 1 .
M i t c h e l l , C . E . , W . E . B e c h t o l d , a n d S . A . B e l i n s k y , ( 1 9 9 3 !
M e t a b o l i s m o f n i t r o f l u o r a n t h e n e s b y r a t l u n g s u b c e l l u l a r
f r a c t i o n s . C a r c i n o g e n e s i s , 1 4 : 1 1 6 1 - 1 1 6 6 .
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M . C o r r i e , T . M i d t v e d t , J . R a f t e r , a n d J . - A .
G u s t a f s s o n
, ( 1 9 8 8 ) . T h e r o l e o f t h e i n t e s t i n a l m i c r o f l o r a i n
t h e f o r m a t i o n o f m u t a g e n i c m e t a b o l i t e s f r o m t h e c a r c i n o g e n i c
a i r p o l l u t a n t 2
- n i t r o f l u o r e n e . C a r c i n o g e n e s i s , 9 : 8 2 3 - 8 3 0 .
M u m f o r d , J . L . a n d J . L e w t a s , ( 1 9 8 2 ) . M u t a g e n i c i t y a n d
c y t o t o x i c i t y o f c o a l f l y a s h f r o m f l u i d i z e d
- b e d a n d
c o n v e n t i o n a l c o m b u s t i o n . J . T o x i c o l . E n v i r o n . H e a l t h , 1 0 :
5 6 5 - 5 8 6 .
N a c h t m a n , J . P . a n d E . T . W e i , ( 1 9 8 2 ) . E v i d e n c e f o r e n z y m a t i c
r e d u c t i o n o f 1 - n i t r o p y r e n e b y r a t l i v e r f r a c t i o n s . E x p e n e t i a ,
3 8 : 8 3 7 - 8 3 8 .
N a k a g a w a , R . , K . H o r i k a w a , N . S e r a , Y . K o d e r a , a n d H . T o k i w a ,
( 1 9 8 7 ) . D i n i t r o f l u o r a n t h e n e : I n d u c t i o n , i d e n t i f i c a t i o n , a n d
g e n e m u t a t i o n . M u t a t . R e s . , 1 9 1 : 8 5
- 9 1 .
N i e l s e n , T . , T . R a m d a h l , a n d A . B j o r s e t h , ( 1 9 8 3 ) . T h e f a t e o f
a i r b o r n e p o l y c y c l i c o r g a n i c m a t t e r . E n v i r o n . H e a l t h P e r s p e c t . ,
4 7 : 1 0 3 - 1 1 4 .
N i e l s e n , T . , B . S e i t z , a n d T . R a m d a h l , ( 1 9 8 4 ) . O c c u r r e n c e o f
n i t r o - P A H i n t h e a t m o s p h e r e i n a r u r a l a r e a . A t m o s . E n v i r o n . ,
1 8 : 2 1 5 9 - 2 1 6 5 .
O e s c h g e r , N . S . a n d P . E . H a r t m a n n , ( 1 9 7 0 ) . I C R - i n d u c e d
f r a m e s h i f t m u t a t i o n s i n t h e h i s t i d i n e o p e r o n o f S a l m o n e l l a .
J . B a c t e r i o l . , 1 0 1 : 4 9 0 - 5 0 4 .
O h g a k i , H . , H . H a s e g a w a , T . K a t o , C . N e g i s h i , S . S a t o , a n d T .
S u g i m u r a , ( 1 9 8 5 ) . A b s e n c e o f c a r c i n o g e n i c i t y o f
1 - n i t r o p y r e n e , c o r r e c t i o n o f p r e v i o u s r e s u l t s , a n d n e w
d e m o n s t r a t i o n o f c a r c i n o g e n i c i t y o f 1 , 6 - d i n i t r o p y r e n e i n r a t s .
C a n c e r L e t t .
,
2 5 : 2 3 9 - 2 4 5 .
O h g a k i , H . , N . M a t s u k u r a , K . M o r i n o , T . K a w a c h i , T . S u g i m u r a ,
K . M o r i t a
,
H . T o k i w a , a n d T . H i r o t a , ( 1 9 8 2 ) . C a r c i n o g e n i c i t y
i n r a t s o f t h e m u t a g e n i c c o m p o u n d s 1
- n i t r o p y r e n e a n d
3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e . C a n c e r L e t t . , 1 5 : 1 - 7 .
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O r r , J . C . , D . W . B r y a n t , D . R . M c C a l l a , a n d M . A . Qu i l l i a m ,
( 1 9 8 5 ) . D i n i t r o p y r e n e - r e s i s t a n t S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m a r e
d e f i c i e n t i n a n A c e t y l - C o A A c e t y l t r a n s f e r a s e . C h e m .
- B i o l .
I n t e r a c t . . 5 4 : 2 8 1
- 2 8 8 .
P a p u t a
- P e c k , M . C . , R . S . M a r a n o , D . S c h u e t z l e , T . L . R i l e y , C . V .
H a m p t o n , T . J . P r a t e r , L . M . S k e w e s , T . E . J e n s e n , P . H . R u e h l e ,
L . C . B o s c h , a n d W . P . D u n c a n , ( 1 9 8 3 ) . D e t e r m i n a t i o n o f
n i t r a t e d p o l y n u c l e a r a r o m a t i c h y d r o c a r b o n s i n p a r t i c u l a t e
e x t r a c t s b y c a p i l l a r y c o l u m n g a s c h r o m a t o g r a p h y w i t h n i t r o g e n
s e l e c t i v e d e t e c t i o n . A n a l . C h e m . , 5 5 : 1 9 4 6 - 1 9 5 4 .
P a t t o n , J . D . , V . M . M a h e r , a n d J . J . M c C o r m i c k , ( 1 9 8 6 ) .
Cy t o t o x i c a n d m u t a g e n i c e f f e c t s o f l
- n i t r o p y r e n e a n d
1 - n i t r o s o p y r e n e i n d i p l o i d h u m a n f i b r o b l a s t s . C a r c i n o g e n e s i s ,
7 : 8 9 - 9 3 .
P e d e r s o n
,
T . C . a n d J . S . S i a k , ( 1 9 8 1 ) . T h e r o l e o f
n i t r o a r o m a t i c c o m p o u n d s i n t h e d i r e c t
- a c t i n g m u t a g e n i c i t y o f
d i e s e l p a r t i c l e e x t r a c t s . J . A p p l . T o x i c o l . , 1 : 5 4
- 6 0 .
P i t t s
,
J . N . , J r . , ( 1 9 7 9 ) . P h o t o c h e m i c a l a n d b i o l o g i c a l
i m p l i c a t i o n s o f t h e a t m o s p h e r i c r e a c t i o n s o f a m i n e s a n d
b e n z o [ a ] p y r e n e . P h i l . T r a n s . R o q . S e e . L o n d o n , S e r . A .
2 9 0 : 5 5 1 - 5 7 6 .
P i t t s , J . N . , J r . , ( 1 9 8 3 ) . F o r m a t i o n a n d f a t e o f g a s e o u s a n d
p a r t i c u l a t e m u t a g e n s a n d c a r c i n o g e n s i n r e a l a n d s i m u l a t e d
a t m o s p h e r e s . E n v i r o n . H e a l t h P e r s p e c t . , 4 7 : 1 1 5
- 1 4 0 .
P i t t s
,
J . N . , J r . , D . M . L o k e n s g a r d , W . H a r g e r , T . S . F i s h e r , V .
M e j i a , J . J . S c h u l e r , G . M . S c o r z i e l l , a n d Y . A . K a t z e n s t e i n ,
( 1 9 8 2 ) . M u t a g e n s i n d i e s e l e x h a u s t p a r t i c u l a t e :
I d e n t i f i c a t i o n a n d d i r e c t a c t i v i t i e s o f 6 - n i t r o b e n z o ( a ) p y r e n e ,
9 - n i t r o a n t h r a c e n e , l - n i t r o p y r e n e a n d 5 H
-
p h e n a n t h r o ( 4 , 5 - b c d ) -
p y r a n
- 5 - o n e . M u t a t . R e s . , 1 0 3 : 2 4 1 - 2 4 9 .
P i t t s , J . N . , J r . , J . A . S w e e t m a n , B . Z i e l i n s k a , A . M . W i n e r , a n d
R . A t k i n s o n , ( 1 9 8 5 ) . D e t e r m i n a t i o n o f 2 - n i t r o f l u o r a n t h e n e a n d
2 - n i t r o p y r e n e i n a m b i e n t p a r t i c u l a t e o r g a n i c m a t t e r : e v i d e n c e
f o r a t m o s p h e r i c r e a c t i o n s . A t m o s . E n v i r o n . , 1 9 : 1 6 0 1
- 1 6 0 8
.
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P i t t s , J . N . ,
S c h m i d
,
D . R .
H u n d s
, ( 1 9 7 9 )
h y d r o c a r b o n s :
J r . , K . A . V a n C a u w e n b e r g h e , D . G r o s j e a n , J . P .
F i t z
,
W . L . B e l s e r J r . , G . B . K n u d s o n , a n d P . M .
A t m o s p h e r i c r e a c t i o n s o f p o l y c y c l i c a r o m a t i c
F a c i l e f o r m a t i o n o f m u t a g e n i c n i t r o
d e r i v a t i v e s . S c i e n c e . 2 0 2 : 5 1 5 - 5 1 9
P i t t s , J . N . , J r . , K . A . V a n C a u w e n b e r g h e , D . G r o s j e a n , J . P .
S c h m i d , D . R . F i t z , W . L . B e l s e r J r . , G . B . K n u d s o n , a n d P . M .
H y n d s , ( 1 9 7 8 ) . A t m o s p h e r i c r e a c t i o n s o f p o l y c y c l i c a r o m a t i c
h y d r o c a r b o n s : f a c i l e f o r m a t i o n o f m u t a g e n i c n i t r o
d e r i v a t i v e s . S c i e n c e
,
2 0 2 : 5 1 5 - 5 1 9 .
P u r c h a s e , I . F . H . , E . L o n g s t a f f , J . A s h b y , J . A . S t y l e s , D .
A n d e r s o n , P . A . L e f e v r e , a n d F . R . W e s t w o o d , ( 1 9 7 6 ) . E v a l u a t i o n
o f s i x s h o r t t e r m t e s t s f o r d e t e c t i n g o r g a n i c c h e m i c a l
c a r c i n o g e n s a n d r e c o m m e n d a t i o n s f o r t h e i r u s e . N a t u r e ,
2 6 4 : 6 2 4 - 6 2 7 .
R o s e n k r a n z ,
K i r i a z i d e s ,
I s o l a t i o n ,
i m p u r i t i e s
1 0 3 9 - 1 0 4 3 .
H
. S . , E . G . M c C o y , D . R . S a n d e r s ,
a n d R . M e r m e l s t e i n , ( 1 9 8 0 ) .
i d e n t i f i c a t i o n a n d r e d u c t i o n
i n c a r b o n b l a c k a n d t o n e r s .
M . B u t l e r , D . K .
N i t r o p y r e n e s :
o f m u t a g e n i c
S c i e n c e , 2 0 9 :
R o s e n k r a n z
,
H . S . a n d R . M e r m e l s t e i n
, ( 1 9 8 3 ) . M u t a g e n i c i t y a n d
g e n o t o x i c i t y o f n i t r o a r e n e s : A l l n i t r o
- c o n t a i n i n g c h e m i c a l s
w e r e n o t c r e a t e d e q u a l . M u t a t . R e s . , 1 1 4 : 2 1 7
- 2 6 7 .
R o s e n k r a n z , H . S . a n d R . M e r m e l s t e i n , ( 1 9 8 5 ) . T h e
g e n o t o x i c i t y , m e t a b o l i s m a n d c a r c i n o g e n i c i t y o f n i t r a t e d
p o l y c y c l i c a r o m a t i c h y d r o c a r b o n s . J . E n v i r o n . S c i . H e a l t h ,
C 3 : 2 2 1 - 2 7 2 .
R o y , A . K . , K . E l
- B a y o u m y , a n d S . S . H e c h t , ( 1 9 8 8 ) . M e t a b o l i s m
o f K - r e g i o n d e r i v a t i v e s o f 1 - n i t r o p y r e n e b y r a t l i v e r i n
v i t r o . C a r c i n o g e n e s i s . 9 : 2 5 5 - 2 5 8 .
S a i t o , K . , T . K a m a t a k i , a n d K a t o R . , ( 1 9 8 4 ) . P a r t i c i p a t i o n o f
c y t o c h r o m e P
- 4 5 0 i n r e d u c t i v e m e t a b o l i s m o f 1 - n i t r o p y r e n e b y
r a t l i v e r m i c r o s o m e s . C a n c e r R e s . , 4 4 : 3 1 6 9 - 3 1 7 3 .
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A . S h i n o h a r a
,
T . K a m a t a k i
,
a n d R . K a t o , ( 1 9 8 5 ) .
M e t a b o l i c a c t i v a t i o n o f m u t a g e n i c N - h y d r o x y a r y l a m i n e s b y
0 - a c e t y l t r a n s f e r a s e i n S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u i n T A 9 8 . A r c h .
B i o c h e m . a n d B i o p h y s . . 2 3 9 : 2 8 6
- 2 9 5 .
S a l m e e n , I . , A . M . D u r i s i n , T . J . P r a t e r , T . R i l e y , a n d D .
S c h u e t z l e , ( 1 9 8 2 ) . C o n t r i b u t i o n o f 1 - n i t r o p y r e n e t o
d i r e c t - a c t i n g A m e s a s s a y m u t a g e n i c i t i e s o f d i e s e l p a r t i c u l a t e
e x t r a c t . M u t a t . R e s . , 1 0 4 : 1 7 - 2 3 .
S a l m e e n
,
I . T . , A . M . P e r o , R . Z a t o r , D . S c h u e t z l e , a n d T . L .
R i l e y , ( 1 9 8 4 ) . A m e s a s s a y c h r o m a t o g r a m s a n d t h e
i d e n t i f i c a t i o n o f m u t a g e n s i n d i e s e l p a r t i c l e s e x t r a c t s .
E n v i r o n . S c i . T e c h n o l . , 1 8 : 3 7 5 - 3 8 2 .
S a t o , T . , K . K a t o , Y . O s e , H . N a g a s e , a n d T . I s h i k a w a , ( 1 9 8 5 )
N i t r o a r e n e s i n S u i m o n R i v e r s e d i m e n t . M u t a t . R e s . .
1 5 7 : 1 3 5 - 1 4 3 .
S c h e e p e r s , P . T . J . , J . L . G . T h e u w s , a n d R . P . B o s , ( 1 9 9 1 ) .
M u t a g e n i c i t y o f u r i n e f r o m r a t s a f t e r 1
- n i t r o p y r e n e a n d
2 - n i t r o f l u o r e n e a d m i n i s t r a t i o n u s i n g n e w s e n s i t i v e S a l m o n e l l a
t y p h i m u r i u m s t r a i n s Y G 1 0 1 2 a n d Y G 1 0 2 4 . M u t a t . R e s . .
2 6 0 : 3 9 3 - 3 9 9 .
S c h u e t z l e , D . , ( 1 9 8 3 ) . S a m p l i n g o f v e h i c l e e m i s s i o n s f o r
c h e m i c a l a n a l y s i s a n d b i o l o g i c a l t e s t i n g . E n v i r o n . H e a l t h
P e r s p e c t . . 4 7 : 6 5 - 8 0 .




T . L . R i l e y , T . J . P r a t e r , T . M . H a r v e y , a n d D . F .
H u n t
, ( 1 9 8 2 ) . A n a l y s i s o f n i t r a t e d p o l y c y c l i c a r o m a t i c
h y d r o c a r b o n s i n d i e s e l p a r t i c u l a t e s . A n a l . C h e m . , 5 4 : 2 6 5
- 2 7 1 .
S h a n e , B . S . , G . L . S q u a d r i t o , D . F . C h u r c h , a n d W . A . P r y o r ,
( 1 9 9 1 ) . C o m p a r a t i v e m u t a g e n i c i t y o f n i t r o f l u o r a n t h e n e s i n
S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m T A 9 8 , T A 9 8 N R , a n d T A 9 8 / 1 , 8 - D N P 6 .
E n v i r o n . M o l . M u t a g e n . , 1 7 : 1 3 0 - 1 3 8 .
S i n g e r , B . a n d D . G r u n b e r g e r , ( 1 9 8 3 ) . M o l e c u l a r B i o l o g y o f
M u t a g e n s a n d C a r c i n o g e n s . N e w Y o r k : P l e n u m P r e s s .
1 6 3
S i p e s , I . G . a n d A . J . G a n d o l f i , ( 1 9 8 6 ) . B i o t r a n s f o r m a t i o n o f
T o x i c a n t s . I n C a s a r e t t a n d D o u l l ' s T o x i c o l o g y : T h e b a s i c
s c i e n c e o f p o i s o n s , e d . C D . K l a a s s e n , M . O . A m d u r , a n d J .
D o u l l . 6 4 - 9 8 . 3 e d . , V o l . N e w Y o r k : M a c m i l l a n P u b l i s h i n g C o .
S m i t h , B . A . , W . A . K o r f m a c h e r , a n d F . A . B e l a n d , ( 1 9 9 0 ) . D N A
a d d u c t f o r m a t i o n i n t a r g e t t i s s u e s o f S p r a g u e
- D a w l e y r a t s ,
C D - I m i c e a n d A / J m i c e f o l l o w i n g t u m o r i g e n i c d o s e s o f
1 - n i t r o p y r e n e . C a r c i n o c r e n e s i s , 1 1 : 1 7 0 5
- 1 7 1 0 .
S u g i m u r a , T . a n d S . T a k a y a m a , ( 1 9 8 3 ) . B i o l o g i c a l a c t i o n s o f
n i t r o a r e n e s i n s h o r t - t e r m t e s t s o n S a l m o n e l l a , c u l t u r e d
m a m m a l i a n c e l l s a n d c u l t u r e d h u m a n t r a c h e a l t i s s u e s : p o s s i b l e
b a s i s f o r r e g u l a t o r y c o n t r o l . E n v i r o n . H e a l t h P e r s p e c t . ,
4 7 : 1 7 1 - 1 7 6 .
S w e e t m a n , J . A . , B . Z i e l i n s k a , R . A t k i n s o n , T . R a m d a h l , A . M .
W i n e r , a n d J . N . P i t t s J r . , ( 1 9 8 6 ) . A p o s s i b l e f o r m a t i o n
p a t h w a y f o r t h e 2
- n i t r o f l u o r a n t h e n e o b s e r v e d i n a m b i e n t
p a r t i c u l a t e o r g a n i c m a t t e r . A t m o s . E n v i r o n . , 2 0 : 7 9 7
- 8 1 1 .
T a l c o t t
,
R . a n d W . H a r g e r , ( 1 9 8 1 ) . C h e m i c a l c h a r a c t e r i z a t i o n
o f d i r e c t - a c t i n g a i r b o r n e m u t a g e n s : t h e f u n c t i o n a l g r o u p .
M u t a t . R e s .
.
9 1 : 4 3 3 - 4 3 6 .
T a t s u m i , K . , S . K i t a m u r a , a n d N . N a r a i , ( 1 9 8 6 ) . R e d u c t i v e
m e t a b o l i s m o f a r o m a t i c n i t r o c o m p o u n d s i n c l u d i n g c a r c i n o g e n s
b y r a b b i t l i v e r p r e p a r a t i o n s . C a n c e r R e s . , 4 6 : 1 0 8 9
- 1 0 9 3 .
T e n n a n t
,
R . W .
,
B . H . M a r g o l i n , M . D . S h e l b y , E . Z e i g e r , J . K .
H a s e m a n
,
J . S p a l d i n g , W . C a s p a r y , M , R e s n i c k , S . S t a s i e w i c z ,
B . A n d e r s o n
,
a n d R . M i n o r
, ( 1 9 8 7 ) . P r e d i c t i o n o f c h e m i c a l
c a r c i n o g e n i c i t y i n r o d e n t s f r o m i n v i t r o g e n e t i c t o x i c i t y
a s s a y s . S c i e n c e , 2 3 6 : 9 3 3 - 9 4 1 .




R . N a k a g a w a , a n d K . H o r i k a w a , ( 1 9 8 5 ) .
M u t a g e n i c / c a r c i n o g e n i c a g e n t s i n i n d o o r p o l l u t a n t s : t h e
d i n i t r o p y r e n e s g e n e r a t e d b y k e r o s e n e h e a t e r s a n d f u e l g a s a n d
l i q u e f i e d p e t r o l e u m g a s b u r n e r s . M u t a t . R e s . , 1 5 7 : 3 9 - 4 7 .
T o k i w a
,
H . , R . N a k a g a w a , K . M o r i t a , a n d Y . O h n i s h i , ( 1 9 8 1 ) .
M u t a g e n i c i t y o f n i t r o d e r i v a t i v e s i n d u c e d b y e x p o s u r e o f
a r o m a t i c c o m p o u n d s t o n i t r o g e n d i o x i d e . M u t a t . R e s . ,
8 5 : 1 9 5 - 2 0 5 .
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T o k i w a , H . , R . N a k a g a w a , a n d Y . O h n i s h i , ( 1 9 8 1 ) . M u t a g e n i c
a s s a y o f a r o m a t i c n i t r o c o m p o u n d s w i t h S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m .
M u t a t . R e s . , 9 1 : 3 2 1
- 3 2 5 .
T o k i w a , H . , T . O t o f u j i , K . H o r i k a w a , S . K i t a m o r i , O t s u k a H . ,
Y
.
M a n a b e , K i n o u c h i T . , a n d Y . O h n i s h i , ( 1 9 8 4 ) . 1 , 6 - D i n i t r o -
p y r e n e : m u t a g e n i c i t y i n S a l m o n e l l a a n d c a r c i n o g e n i c i t y i n
B A L B / c m i c e . J . N a t l . C a n c e r I n s t . , 7 3 : 1 3 5 9 - 1 3 6 3 .
T o k i w a
,
H . , T . O t o f u j i , R . N a k a g a w a , K . H o r i k a w a , T . M a e d a , N .
S a n o
,
K . I z u m i , a n d H . O t s u k a , ( 1 9 8 6 ) . D i n i t r o d e r i v a t i v e s o f
p y r e n e a n d f l u o r a n t h e n e i n d i e s e l e m i s s i o n p a r t i c u l a t e s a n d
t h e i r t u m o r i g e n i c i t y i n m i c e a n d r a t s . I n C a r c i n o g e n i c a n d
M u t a g e n i c E f f e c t s o f D i e s e l E n g i n e E x h a u s t , e d . N . I s h i n i s h i ,
A . K o i z u m i
,
R . O . M c l l e l l a n , a n d W . S t o b e r . 2 5 3 - 2 7 0 . A m s t e r d a m :
E l s e v i e r .
T o k i w a
,
H . , N . S e r a , M . K a i , K . H o r i k a w a , a n d Y . O h n i s h i ,
( 1 9 9 0 ) . T h e r o l e o f n i t r o a r e n e s i n t h e m u t a g e n i c i t y o f
a i r b o r n e p a r t i c l e s i n d o o r s a n d o u t d o o r s . I n G e n e t i c T o x i c o l o g y
o f C o m p l e x M i x t u r e s , e d . M . D . W a t e r s , F . B . D a n i e l , J . L e w t a s ,
M . M . M o o r e , a n d S . N e s n o w . 1 6 5 - 1 7 2 . N e w Y o r k : P l e n u m P r e s s .
v a n H o u t e , L . P . A . , J . T . B o k m a n , J . T . L u t g e r i n g , J . G . W e s t r a ,
J . R e t e l , R . v a n G r o n d e l l e , a n d J . B l o k , ( 1 9 8 7 ) . A n o p t i c a l
s t u d y o f t h e c o n f o r m a t i o n o f t h e a m i n o f l u o r e n e
- D N A c o m p l e x .
C a r c i n o g e n e s i s , 8 : 7 5 9 - 7 6 6 .
V a n c e , W . A . a n d D . E . L e v i n , ( 1 9 8 4 ) . S t r u c t u r a l f e a t u r e s o f
n i t r o a r o m a t i c s t h a t d e t e r m i n e m u t a g e n i c a c t i v i t y i n S a l m o n e l l a
t y p h i m u r i u m . E n v i r o n . M u t a g e n . , 6 : 7 9 7
- 8 1 1 .
V a n c e
,
W . A .
,
Y . Y . W a n g , a n d H . S . O k a m o t o , ( 1 9 8 5 ) .
B i f u n c t i o n a l n i t r o f l u o r e n e s : s t r u c t u r e - a c t i v i t y r e l a t i o n s h i p s
i n S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m . M u t a t . R e s . , 1 4 3 : 2 1 3 - 2 1 8 .
V a n c e , W . A . , Y . Y . W a n g , a n d H . S . O k a m o t o , ( 1 9 8 7 ) .
D i s u b s t i t u t e d a m i n o - , n i t r o s o - , a n d n i t r o f l u o r e n e s : a
p h y s i o c h e ra i c a l b a s i s f o r s t r u c t u r e
- a c t i v i t y r e l a t i o n s h i p s i n
S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m . E n v i r o n . M u t a g e n . , 9 : 1 2 3
- 1 4 1
.
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W a t a n a b e , M . , M . I s h i d a t e J r . , a n d T . N o h m i , ( 1 9 9 0 ) .
S e n s i t i v e m e t h o d f o r t h e d e t e c t i o n o f m u t a g e n i c n i t r o a r e n e s
a n d a r o m a t i c a m i n e s : N e w d e r i v a t i v e s o f S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m
t e s t e r s t r a i n s p o s s e s s i n g e l e v a t e d 0
- a c e t y l t r a n s f e r a s e l e v e l s .
M u t a t . R e s . . 2 3 4 : 3 3 7 - 3 4 8 .




T . S o f u n i
,
a n d T . N o h m i , ( 1 9 9 3 ) . C o m p a r i s o n o f
t h e s e n s i t i v i t y o f S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m s t r a i n s Y G 1 0 2 4 a n d
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